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ABSTRAKT 
 
Předložená bakalářská práce se zabývá metodami vhodnými k analýze fenolických látek, 
jako jsou polyfenolické kyseliny či flavonoidy. V teoretické části byla provedena podrobná 
literární rešerše, která shrnuje především moderní instrumentální techniky běžně využívané  
ke stanovení polyfenolů. V experimentální části byly pak analyzovány vybrané standardní 
polyfenolické sloučeniny s využitím kombinované metody HPLC/ESI-MS s off-line a on-line 
detekcí. Spektra jednotlivých standardů i jejich směsí byla stanovena v režimu MS full scan  
a pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie, a to v kladném i záporném módu. Byly 
identifikovány kvasi-molekulární ionty reserpinu (PI 609,9, NI 607,7), kyseliny chlorogenové 
(NI 353), kvercetinu (PI 303,5, NI 301,5), rutinu (PI 611, NI 609) a morinu (PI 303,1, NI 
301,1). Produktové ionty pak byly získány štěpením v režimu MS/MS full scan. Jako 
charakteristické štěpy byly určeny u kyseliny chlorogenové čára s m/z 191 (NI), u kvercetinu 
229,1 a 257,1 (PI) a 179,0 a 151 (NI), u rutinu 301,0 (NI) a u morinu 285,1 a 257,1 (PI)  
a 283,2, 273,2, 257,1, 229,1 (NI). Štěp rutinu 301 byl dále fragmentován pomocí MS3/full 
scan za vzniku fragmentů 179 a 151,1 (NI). V optimalizačním experimentu byly stanoveny 
podmínky vhodné pro HPLC separaci polyfenolů zahrnující gradientovou eluci a separační 
systém s chromatografickou kolonou Restek. Ve spojení LC/MS bylo stanoveno, že jedině 
on-line detekce v záporném módu vede k uspokojivým výsledkům ve stanovení polyfenolů.  
 
ABSTRACT 
Presented bachelor thesis was focused on suitable methods for analysis of phenolics, 
especially modern instrumental methods were studied. In experimental part some standard 
phenolic compounds were analysed using combined technique HPLC/ESI-MS with off-line 
and/or on-line detection. Mass spectra of individual stadards and/or mixtures were determined 
in MS full scan and/or MS/MS full scan mode. Ionisation of chosen standard compounds was 
done in pozitive and/or negative mode. Parent ions of followed compounds were identified: 
reserpine (PI 609.9, NI 607.7), acid chlorogenic (NI 353), quercetin (PI 303.5, NI 301.5), 
rutin (PI 611, NI 609), morin (PI 303.1, NI 301.1). Typical fragments of studied standards 
were produced using MS/MS full scan mode. By fragmentation characteristic product ions 
were identified: acid chlorogenic (NI 191), quercetin (PI: 229.1 and 257.1; NI: 179.0 and 
151.0), rutin (in MS/MS NI: 301; in MS3 NI: 179, 151.1), morin (PI: 285.1 a 257.1; NI: 283.2, 
273.2, 257.1, 229.1). Optimal conditions of phenolic HPLC separation were determined 
including gradient elution and Restek column use. In conclusion on-line HPLC/MS detection 
using negative ionization was observed as the best configuration for phenolic analysis.  
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
HPLC/UV-VIS, LC/MS, LC/MS/MS, polyfenoly   
 
KEY WORDS 
HPLC/UV-VIS, LC/MS, LC/MS/MS, phenolics   
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1 ÚVOD 
 
Fenolické látky mají v rostlinné části potravy člověka několik důležitých funkcí. Jsou 
původci organoleptických vlastností, zbarvení a hlavně pozitivně ovlivňují zdraví. Podle 
některých studií až 90 % všech rakovinných onemocnění je způsobeno špatnými stravovacími 
návyky. Toto zjištění vedlo ke zvýšení zájmu o případné výhody v přírodě se vyskytujících 
sloučenin obsažených v rostlinách. Fenolické látky jsou jedny z nich. 
Pro úspěšné stanovení fenolických látek v přírodních matricích bylo nutné vyvinout 
vhodné metody izolace, jako jsou extrakce a mikroextrakce pevnou fází a disperze matrice 
na pevné fázi, ale i metody separace a detekce. Na začátku 60. let byla nejvíce využívanou 
metodou pro separaci této skupiny látek plynová chromatografie, která později ustoupila 
kapalinové chromatografii na tenké vrstvě dodnes hojně využívané pro základní kvalitativní 
analýzu. Fenolické sloučeniny můžou být separovány také na principu rozdílných 
elektroforetických mobilit svých iontů pomocí kapilární elektroforézy. V současné době je ale 
nejvýznamnější separační metodou vysokoúčinná kapalinová chromatografie. 
Identifikace polyfenolických látek byla prováděna nejrůznějšími typy detekčních technik 
s větším či menším úspěchem. Jako nejvýhodnější se v mnohých případech ukázala 
hmotnostní spektrometrie. 
Velmi uspokojivých výsledků bylo dosaženo spojením hmotnostní spektrometrie 
s kapalinovou chromatografií. Zásadní vliv na úspěšné stanovení má jak správná volba 
stacionární a mobilní fáze při separaci, tak i optimální nastavení parametrů hmotnostního 
spektrometru. Jednotlivé typy hmotnostních detektorů se mohou od sebe lišit přístrojovým 
vybavením pro ionizaci či detekci, což je při analýze stěžejní. Za vývoj technik hmotnostní 
spektrometrie byly uděleny celkem čtyři Nobelovy ceny za fyziku nebo chemii (1906, 1922, 
1990, 2002). 
Cílem předložené bakalářské práce je studium fyziologicky aktivních látek s fenolickou 
strukturou, které jsou obsaženy v biologických materiálech s podstatným významem  
v potravinářství a ve výživě člověka. Pro tyto sloučeniny bude v práci uveden souhrn 
především moderních izolačních a instrumentálních metod, kterými je možné studovanou 
skupinu látek analyzovat a co nejpřesněji identifikovat. Hlavní důraz bude kladen  
na stanovení polyfenolů kombinovanou technikou LC/MS, její instrumentaci a možné 
aplikace. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Přírodní polyfenoly  
Za polyfenoly jsou obecně označovány organické fenolické látky s více než jednou 
hydroxylovou skupinou v molekule. Patří sem jednoduché fenolové kyseliny (gallová, 
hydroxyskořicová, kávová, kumarová aj.) a jejich deriváty, dále také polycyklické struktury 
nazývané flavonoidy. Fenolické kyseliny jsou přítomné v řadě potravin především rostlinného 
původu, ovoci a jejich produktech jako je pivo, víno, džusy, rostlinné extrakty. Podle 
současných poznatků tvoří fenolické kyseliny přibližně jednu třetinu polyfenolů ve stravě, kde 
jsou zastoupeny především hydroxyskořicovými kyselinami, většinou ve formě esterů. 
Nejčastěji je to kyselina kávová (obr. 2)a její estery, dále pak kyselina fellurová (obr. 3). Mají 
vliv na organoleptické vlastnosti potravinových produktů-např. určují hořkost a trpkost 
alkoholických nápojů a hrají důležitou roli ve zrání vín. Polyfenoly rovněž tvoří základní 
stavební jednotky ligninu a vlákniny, která je známa tím, že tvoří texturu a výživovou 
hodnotu zeleniny [1, 2]. 
Nejběžnějším esterem kávové kyseliny je kyselina chlorogenová (5-caffeoylchinová 
kyselina-obr. 4), která je přítomná v řadě druhů ovoce a zeleniny a v kávě. Šálek kávy 
obsahuje 50-150 mg kyseliny chlorogenové. Kromě kávy jsou bohatým zdrojem 
též brambory, jablka, hrušky, meruňky, broskve. Významný obsah chlorogenové kyseliny 
a jejích derivátů je rovněž v artyčoku, který v některých zemích patří k oblíbené zelenině [2]. 
Další fenolické deriváty patřící do této skupiny jsou kondenzované taniny. Fenolické 
kyseliny jsou v nich esterifikovány polyhydroxysloučeninami, nejčastěji glukosou. 
Fenolickými kyselinami jsou jednak kyselina galová v galotaninech (mango), jednak ostatní 
fenolické kyseliny odvozené oxidací galoylových zbytků v ellagotaninech (borůvky, maliny, 
rybíz). Vysoké hladiny kondenzovaných taninů obsahuje také červené víno. Taniny obecně 
přispívají k  astringentním vlastnostem ovoce [2]. 
 
O
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Obr. 1: Kyselina skořicová[2] 
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Obr. 2: Kyselina kávová[2] 
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Obr. 3: Kyselina fellurová[2] 
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Obr. 4: Kyselina chlorogenová[2] 
 
2.2 Flavonoidy  
Flavonoidy jsou jednou z nejpočetnějších skupin sekundárních metabolitů a v rostlinách 
hrají důležitou roli coby obranné a signální molekuly při rozmnožování, patogenesi nebo 
symbiose. Rostlinné flavonoidy jsou nezbytné v obranných mechanismech proti stresu 
způsobenému zvýšeným působením UV-B záření, mikrobiální infekci atd. Ovlivňují lidské 
zdraví a zdraví živočichů svou přítomností ve stravě díky antioxidačním vlastnostem  
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a estrogenním účinkům, vyznačují se rovněž antimikrobiálním působením. Široké uplatnění 
našly ve farmakologii, podílí se např. spolu s floroglucinoly na antidepresivních účincích 
extraktů z třezalky tečkované [3, 4]. Řada flavonoidů je významná v potravinářském 
průmyslu nejen jako přírodní rostlinná barviva, ale také jako chuťová činidla [5]. 
 
2.2.1 Chemická struktura flavonoidů 
Flavonoidní látky neboli flavonoidy jsou velice rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů 
obsahujících v molekule dva benzenové kruhy spojené tříuhlíkovým řetězcem. Jedná se 
o uspořádání C6-C3-C6. U většiny flavonoidů je C3 řetězec součástí heterocyklického 
(pyranového) kruhu. Svými vlastnostmi se velmi liší od jiných fenolových pigmentů, a proto 
jsou uváděny jako samostatná skupina rostlinných barviv [5]. 
Flavonoidy jsou odvozeny od flavanu-kyslíkaté heterocyklické sloučeniny 2H-chromenu 
substituované v poloze C-2 fenylovou skupinou. Flavanový skelet se skládá ze dvou 
benzenových kruhů (A a B) a kruhu odvozeného od 2-H-pyranu (C). Běžně bývají všechny tři 
kruhy substituovány hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé deriváty se liší 
pouze stupněm substituce a oxidace (obr. 5) [5]. 
Flavonoidy se vyskytují v přírodních matricích volně anebo častěji ve formě glykosidů. 
V potravinách jsou přítomny většinou jako 3-O-glykosidy a jejich polymery. V lidské stravě 
jsou nejdůležitějšími sloučeninami prokyanidiny. Skládají se z monomerů (+)-katechinu  
a (–)-epikatechinu, které jsou spojeny β4→6 a β4→8 vazbami do dimerů, trimetrů či oligomerů. 
Prokyanidiny mohou dosáhnout molární hmotnosti odpovídající až 17 flavanolovým 
jednotkám. Nejvíce zastoupenou glykosidickou jednotkou je monosacharid glukosa, ale také 
například glukoramnosa, galaktosa, arabinosa, rhamnosa, xylosa a jejich uronové kyseliny [1, 
5, 6, 7]. 
 
2.2.2 Rozdělení flavonoidů 
Podle stupně oxidace C3 řetězce se rozeznávají následující základní struktury flavonoidů: 
katechiny (flavan-3-oly), leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly), flavanony, flavanonoly, 
flavony, flavonoly, anthokaynidiny (obr. 6) [5]. 
Ze strukturně příbuzných sloučenin (vesměs produktů biosyntézy a katabolismu 
flavonoidů), u kterých jsou kruhy A a B spojeny alifatickým C3 řetězcem nebo řetězcem, 
který je částečně součástí furanového cyklu, se dále rozeznávají aurony, chalkony  
a dihydrochalkony [5]. 
Méně časté sloučeniny s kruhem B spojeným s pyranovým kruhem C v poloze C-3 
se nazývají isoflavonoidy, pokud je vazba posunuta v poloze C-4, nazývají se příslušné 
sloučeniny neoflavonoidy. Potravinářsky významnými isoflavonoidy jsou pouze isoflavony. 
Všechny barevné flavonoidy se dříve dělily podle své barvy na dvě velké skupiny, na červené 
až modré anthokyany (anthokyaniny) a žluté anthoxanthiny [5]. 
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Obr. 5: Podtřídy flavonoidů [1] 
 
Obr. 6: Struktury hlavních flavonoidů a nejčastějších cukerných substituentů [3] 
 
2.2.3 Zdroje flavonoidů 
Zdrojem flavonoidů je rostlinná složka potravy, jsou zde přítomny hlavně ve formě 
anthokyanů. Ty se vyskytují v mnoha druzích rostlin, kde jsou lokalizovány v buněčných 
vakuolách a jsou stabilizovány interakcemi typu ion-ion s organickými kyselinami 
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(malonovou, jablečnou, citronovou). Hlavními zdroji využívanými jako potraviny jsou plody 
rostlin čeledi révovitých (Vitaceae, hrozny révy vinné) a růžovitých (Rosaceae, třešně, 
švestky, maliny, jahody, ostružiny, jablka, hrušky aj.). Další potravinářsky významné rostliny 
obsahující anthokyanová barviva náleží do čeledi lilkovitých (Solanaceae, lilek, odrůdy 
brambor s červenou slupkou), lomikamenovitých (Saxifragaceae, černý a červený rybíz, 
červené odrůdy angreštu), vřesovcovitých (Ericaceae, borůvka, brusinka), olivovitých 
(Oleaceae, oliva) a brukvovitých (Brassicaceae, červené zelí, ředkvičky, červené odrůdy 
dalších brukvovitých zelenin) [5]. 
 
2.2.4 Absorpce a metabolismus flavonoidů 
Vzhledem k velikosti molekul polymerních flavonoidů je nutná, před absorpcí střevním 
epitelem, předběžná degradace na sloučeniny o nižší molekulové hmotnosti [6].  
Hydrolýza β-vazeb cukerných zbytků ve flavonoidech je katalyzována pankreatickými 
enzymy. β-endoglukosidasy schopné hydrolyzovat glykosidové vazby flavonoidů byly 
izolovány z tenkého střeva. Zahrnují laktasa-phlorizin hydrolasu (LPH) a nespecifický 
cytosolový enzym, který pravděpodobně vytváří deglykosilované flavonoidy a poskytuje tak 
místo pro konjugaci. Laktasa-phlorizin hydrolasa má dvě aktivní místa, z nichž jedno 
katalyzuje hydrolýzu galaktosidů, jako je laktosa, a druhé aktivní místo katalyzuje hydrolýzu 
glykosidů typu phlorizinu nebo některé glykosylované flavonoidy. Dimery a trimetry jsou 
schopné translokace přes epitel tenkého střeva. Protože se tyto molekuly zpravidla skládají  
z (+)-katechinových a (–)-epikatechinových podjednotek, je možné, že katechiny jsou 
hlavními degradačními produkty [6]. 
Pro hydrolýzu a absorpci některých flavonoidních glykosidů jsou nezbytné střevní 
bakterie. Enterobakterie zřejmě hydrolyzují glykosidy flavonoidů v slepém a tlustém střevě. 
Vzniklé aglykony mohou pak být snadněji absorbovány epitelovými buňkami, protože jejich 
lipofilnost usnadňuje přechod přes fosfolipidovou dvojvrstvu buněčných membrán. Značná 
část těchto metabolitů může být vylučována i žlučí, čímž dochází k jejich návratu  
do střevního lumenu. Mohou být ještě jednou hydrolyzovány a reabsorbovány střevními 
buňkami nebo vyloučeny stolicí. Mikroflóra slepého střeva se kromě hydrolýzy glykosidů 
flavonoidů účastní také degradace polymerů a rozštěpení monomerních flavonoidů  
na monofenolické kyseliny. Rozštěpení heterocyklu flavonoidu poskytuje sloučeniny s nižší 
aktivitou, tyto metabolity si však ponechávají schopnost pohlcovat volné radikály 
srovnatelnou s účinkem vitaminu E. Proteiny ve stravě, v zažívacím traktu a krevním oběhu 
mohou maskovat biologickou aktivitu polyhydroxylovaných flavonoidů. Přesný mechanismus 
absorpce a metabolismus flavonoidů in vivo není zcela objasněn a zdá se, že závisí na typu 
flavonoidu a jeho přeměnách [6, 8, 9]. 
In vitro závisí antioxidační aktivita flavonoidů a jejich metabolitů na uspořádání funkčních 
skupin kolem cyklické struktury. Prostorové uspořádání substituentů je zřejmě mnohem více 
odpovědné za míru antioxidační aktivity než samotná flavanová kostra. Schopnost 
odstraňovat volné radikály je připisována především vysoké reaktivitě hydroxylových skupin, 
které se podílejí na reakci F-OH + R·→F-O· + RH [6]. 
 
2.2.4.1 Vliv hydroxylových skupin 
Konfigurace hydroxylových skupin na B-kruhu je nejdůležitějším faktorem  
pro odstraňování reaktivních oxygenních částic (ROS) a reaktivních dusíkatých radikálů 
(RNS). Hydroxylové skupiny na B-kruhu předají vodíky a elektrony hydroxylovým, 
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peroxylovým a peroxynitritovým radikálům. U strukturních homologů flavonů a flavononů 
schoponost odstraňování hydroxylu a peroxylu roste s počtem OH skupin. Substituce  
na A-kruhu prakticky nesouvisí s antioxidační aktivitou, i když podíl 5-OH skupiny není zcela 
vyloučen. Co se týče uzavřeného C-kruhu, schopnost odstraňovat volné radikály je závislá  
na přítomnosti volné 3-OH skupiny. Flavonoly a flavanoly s 3-OH skupinou jsou planární, 
což umožňuje konjugaci, přesun elektronů a zvyšuje stabilitu fenoxylových radikálů 
flavonoidů [6]. 
 
2.2.4.2 Vliv O-methylace a typu vázaného sacharidu 
Potlačení antioxidační aktivity O–methylací může odrážet sterické efekty, které narušují 
planaritu struktury flavonoidů. Ačkoli poměr methoxy a hydroxylových substituentů vyloženě 
nezodpovídá za antioxidační schopnosti flavonoidů, B-kruh je mimořádně citlivý na polohu 
methoxy skupiny [6]. 
Aglykony bývají obvykle účinnějšími antioxidanty než jim odpovídající glykosidy. 
Pro organismus může být ale i přesto výhodnější, když je na molekulu flavonoidu navázána 
glukosa, protože její přítomnost umožňuje snadnější vstřebávání. Unikátním případem je 
rutinosa, která navázáním svého disacharidu na kvercetin vytvoří molekulu rutinu, což ovšem 
nevede k významnému snížení antioxidčních schopností [6, 9]. 
 
2.2.5 Účinky polyfenolů v lidském organismu 
Radikály a reaktivní kyslíkové částice jako jsou superoxidový anion, hydroxylový radikál  
a peroxylový radikál jsou schopné oxidovat buněčné proteiny, nukleové kyseliny a lipidy,  
a považují se za původce chronických zánětů a autoimunních chorob jako jsou diabetes, cévní 
onemocnění, hypertenze, rakovina. Rovněž přispívají k rozvoji šedého zákalu, emfyzému, 
artritidy, malárie, roztroušené sklerózy, mozkové dysfunkce nebo ischemické choroby srdeční 
a k oslabení imunity. Jsou jedním z faktorů, které urychlují proces stárnutí [10]. 
Ačkoliv antioxidanty jako β-karoten či vitaminy C a E jsou nezbytné k ochraně před ROS, 
větší část antioxidační aktivity ovoce a zeleniny je zřejmě způsobena sloučeninami jako jsou 
fenolické kyseliny a flavonoidy. Obrané efekty flavonoidů v biologických systémech jsou 
připisovány jejich schopnosti přenášet elektrony volných radikálů, chelatovat kovové 
katalyzátory, aktivovat antioxidační enzymy, redukovat α–tokoferolové radikály, inhibovat 
oxidasy. Příjmem potravy bohaté na ovoce a zeleninu se podstatně zvyšuje antioxidační 
schopnost plasmy. Významné jsou také pro svou schopnost snižovat propustnost a křehkost 
vlásečnic a protizánětlivou a antiedémovou aktivitu [10, 11, 26]. 
 
2.3 Metody stanovení přírodních polyfenolů-přehled 
 
2.3.1 Izolace fenolických látek z různých typů matric 
Existuje mnoho typů matric obsahujících flavonoidy a další fenolické látky, jako například 
rostliny, z kapalných vzorků biologické tekutiny a nápoje [1].  
Pevné vzorky je třeba nejdříve homogenizovat. Homogenizací lze perforovat plazmatické 
membrány buněk za účelem uvolnění buněčného obsahu do prostředí. K tomu se používají 
různé metody, nejčastěji rozbití buněk ultrazvukem, protlačení buněk malým otvorem, použití 
mírného detergentu na perforace plasmatické membrány, a nebo rozbití buněk dobře těsnícím 
rotačním pístem v tlustostěnné nádobce. Následuje izolace analytu pomocí extrakce vhodným 
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rozpouštědlem (SE), popřípadě přečištění a zakoncentrování vzorku extrakcí pevnou fází 
(SPE) [1, 12]. 
Kapalné vzorky jsou obvykle nejdříve filtrovány, případné další nečistoty odděleny 
vysokofrekvenční centrifugací [13]. 
 
2.3.1.1 Extrakce pevnou fází (Solid-Phase Extraction – SPE) 
Při analýze polyfenolických komponent je SPE široce využívanou metodou. Ve většině 
případů sorbent představuje C18-vázaný oxid křemičitý. Roztok vzorku a rozpouštědlo bývají 
mírně okyseleny, čímž se zabrání ionizaci flavonoidů, která by vedla ke snížení retence. 
Relativně nová metoda SPE využívá jako sorbenty MIP polymery, což jsou polymery 
obsahující obtisky příslušných molekul. Tyto sorbety jsou vysoce selektivní pro cílové 
analyty a obvykle mají dobrou mechanickou a tepelnou stabilitu [3]. 
 
2.3.1.2 Disperze matrice na pevné fázi (Matrix Solid-Phase Dispersion – MSPD) 
MSPD je postup poprvé využitý roku 1989. Dovoluje kompletní rozdělení komponent  
a selektivní vymývání jednotlivých molekul různých skupin sloučenin ze stejného vzorku 
v jednom kroku. Metoda byla využita při izolaci léků ve stravě, živočišné tkáni, ale našla také 
široké uplatnění při analýze herbicidů, pesticidů, znečišťujících látek v živočišných tkáních, 
ovoci, zelenině a jiných matricích[3]. 
Příkladem využití MSPD je stanovení pesticidů v pistáciových oříšcích, kde byly 
vyzkoušeny různé vázané fáze (polární -CN, -NH2 i nepolární -C18, fenyl) s úspěšností 
opakovatelnosti metody 41-95 %. Nakonec byla preferována MSPD kolona s C18  
a křemičitanem lanthaničitým, protože poskytovala nejlepší opakovatelnost a nejčistší 
extrakty. Významnou roli hraje také polarita elučního roztoku vůči pevné fázi, a to v určování 
sloučenin, které zůstaly na koloně a které byly vymyty. Porovnáním různých elučních roztoků 
byl roztok dichlormethanu a ethylacetátu v poměru 1:1vyhodnocen jako nejvhodnější [18]. 
 
2.3.1.3 Mikroextrakce pevnou fází (SPME) 
Při mikroextrakci pevnou fází jsou využívána vlákna z taveného křemene potažená 
polyakrylátem nebo polydimethylsiloxanem jako stacionární fáze pro extrakci analytu 
z kapalného nebo plynného vzorku. Spotřeba organických rozpouštědel je mnohem menší než 
u extrakce pevnou fází. Na mikroextrakci pevnou fází navazuje některá ze separačních metod 
jako např. plynová chromatografie, chromatografie na tenké vrstvě nebo vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie [3]. 
 
2.4 Separace fenolických látek-základní instrumentální metody 
 
2.4.1 Plynová chromatografie (Gas Chromatography-GC) 
Plynová chromatografie byla používána pro analýzu flavonoidů na začátku šedesátých let 
20. století. Deriváty flavonoidů byly separovány na koloně naplněné SE-30 silikonovým 
polymerem, následovala tepelně-vodivostní detekce. Frakce byly odebírány pro IR a UV-VIS 
spektroskopii. Ačkoliv GC není již tak hojně využívána k analýze polyfenolů, její význam 
v poslední době roste díky rozvoji vysokoteplotní chromatografie a zavedení vylepšených 
derivatizačních procedur. Při derivatizaci flavonoidů většinou dochází ke vzniku 
trimethylsilyletherových (TMS) derivátů. Methylace flavonoidů s více než jednou 
hydroxylovou skupinou může dát vzniknout několika derivátům, které komplikují 
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kvantifikaci. Současné využití plynové chromatografie v analýze je zaměřeno na jejich 
antioxidační aktivitu, metabolismus a taxonomii. Flavonoidy jsou detekovány hmotnostním 
spektrometrem s elektronovou ionizací v režimu výběrového monitorování iontů. Molekulární 
ion [M+H]+ a fragmenty vzniklé odštěpením methylových nebo karbonylových skupin, popř. 
vzniklé retro Diels-Alderovou reakcí (kap.2.5.2.1) umožňují detekci [3]. 
 
2.4.2 Kapilární elektroforéza (Capillary Electrophoresis-CE) 
Separace metodou CE je založena na odlišnosti elektroforetických mobilit iontů  
v elektroforetickém médiu uvnitř malé kapiláry. Většina studií využívajících kapilární 
elektroforézu pro analýzu flavonoidů se vztahuje k výzkumu přírodních produktů, zahrnují 
analýzu rostlin, zeleniny, bylin a rostlinných a zeleninových produktů. Hlavní typy kapilární 
elektroforézy jsou kapilární zónová elektroforéza (CZE) a micelární elektrokinetická 
elektroforéza (MEKC) s typickým fosfátovým a borátovým pufrem. Kapiláry mají vnitřní 
průměr 50-100 µm, napětí je 10-30 kV a objem nástřiku se pohybuje v rozmezí 10-50 nl.  
Na kapilární elektroforézu obvykle navazují UV-VIS, fluorescenční, ED a MS detektory [3, 
23]. 
 
2.4.3 Chromatografie na tenké vrstvě (Thin Layer Chromatography-TLC) 
V současné době stále hraje chromatografie na tenké vrstvě v analýze flavonoidů 
významnou roli. TLC je mimořádně výhodná pro rychlé rozdělení rostlinných a léčivých 
extraktů před detailní analýzou instrumentálními technikami (především LC/UV-VIS).  
Ve většině případů je využíván jako stacionární fáze SiO2. Detekce probíhá v rozmezí 350-
365 nm nebo 250-260 nm, je možné využít i měření optické hustoty při stejné vlnové délce 
[3]. 
 
2.4.4 Separace flavonoidů pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (High 
Performance Liquid Chromatography-HPLC) 
Vysoké účinnosti v separaci složek vzorku je dosaženo použitím vhodných stacionárních  
a mobilních fází. Vzhledem k tomu, že mobilní fáze protéká separačním systémem  
pod vysokým tlakem (desítky MPa), bývá metoda někdy označována také jako vysokotlaká 
kapalinová chromatografie [13, 14]. 
 
2.4.4.1 Stacionární fáze 
Nejdéle známé jsou kolony tvořené jednotlivými částicemi stacionární fáze pravidelného 
tvaru o velikosti v řádech mikrometrů. Novější monolitické stacionární fáze umožňují 
kompaktnější zaplnění kolony. Zcela nový typ stacionární fáze představují vtištěné polymery 
(imprinted polymers), které jsou obdobou monolitických kolon, ale navíc je do náplně 
zabudován obtisk analytu, jenž má být oddělen. V kapalinové chromatografii jsou využívány 
pro separaci složek vzorku různé síly a efekty, např. adsorpce, rozdělování mezi dvě fáze  
na základě různé rozpustnosti, iontová výměna, biospecifické interakce nebo síťový efekt. 
Většinou se uplatňuje více principů separace najednou. Klasické uspořádání adsorpční 
chromatografie s polární stacionární a nepolární mobilní fází se nazývá chromatografie 
s normálními fázemi (normal-phase chromatography, NP). Dnes je však mnohem více 
využíván obrácený tzv. reverzní typ chromatografie (reversed-phase chromatography, RP) 
[14, 22]. 
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2.4.4.2 Mobilní fáze 
Mobilní fáze v kapalinové chromatografii není inertní, ale významně se podílí  
na separačním procesu. Složení mobilní fáze lze ovlivnit změnou v ní obsažených 
rozpouštědel, pH, iontové síly, párovými činidly atd. Mobilní fáze je charakterizována 
především polaritou a selektivitou. Vlastnosti mobilní fáze jsou důležité z hlediska separace 
i detekce. Mobilní fáze by měla dávat v detektoru minimální signál, a tím umožňovat 
co nejcitlivější detekci solutů [14]. 
 
2.4.5 HPLC a flavonoidy- separace a detekce 
Separace flavonoidů se obvykle provádí pomocí RP-HPLC. Nejčastěji používanou 
stacionární fází je chemicky vázaná oktanová a oktadecylová fáze. Nicméně využívají se také 
silikagel, Sephadex a polyamidy. Gradientová eluce je obvykle prováděna binárním systémem 
rozpouštědel, a to vodnou fází s přídavkem kyseliny octové a mravenčí a vedle nich také 
methanolu nebo acetonitrilu, které představují organické modifikátory. Fosfátové pufry  
se neuplatňují tak často jako dřív hlavně kvůli kontaminaci iontového zdroje v případě 
detekce hmotnostní spektrometrií. Kapalinová chromatografie většinou probíhá při pokojové 
teplotě, ale někdy se doporučuje zvýšit teplotu až ke 40 °C, aby se dosáhlo zkrácení doby 
trvání analýzy a protože kolony, u kterých se udržuje stálá teplota, poskytují opakující  
se eluční časy [3, 10]. 
Všechny aglykony polyfenolů obsahují alespoň jedno aromatické jádro, proto dobře 
absorbují UV záření. Detekce flavonoidů  se obvykle provádí při 250, 265, 290, 350, 370  
a 400 nm, v přítomnosti anthokyanidinů s přidanou vlnovou délkou v rozsahu 500-525 nm. 
Jednoduché substituenty jako methyl, methoxy a nedisociované hydroxylové skupiny 
zpravidla způsobují jen zanedbatelné změny v pozici absorpčního maxima. Konjugáty 
flavonoidů absorbují v uvedených vlnových délkách, jenže většina glykosidů a acylových 
zbytků jsou rovněž slabé chromofory, a proto nelze získat spolehlivé chromatogramy 
prostřednictvím DAD UV detekce [3]. 
Analýza flavonoidů fluorescenční detekcí je využívána jen zřídka, jelikož flavonoidy jen 
omezeně vykazují přirozenou fluorescenci (např. izoflavony, flavonoidy s OH skupinou  
na třetím uhlíku flavanového skeletu a methoxylované flavony). Vlastnosti  funkčních skupin 
a jejich poloha rozhodují, zda jednotlivé flavonoidy fluoreskují či nikoliv. Ze všech 
izoflavonů vykazují silnou přirozenou fluorescenci jen ty, které nemají navázanou 
hydroxylovou skupinu na pátém uhlíku flavonového skeletu. U těchto sloučenin lze pak 
využít detekce emisního záření o dlouhých vlnových délkách. Také flavonoly přirozeně 
fluoreskují díky 3-OH skupině, která je zapojena do intramolekulárního přenosu protonu 
v excitovaném stavu. Ten pak způsobí dvojitou emisi závislou na rozpouštědle. Kombinace 
fluorescenční a UV detekce tedy poskytuje možnost rozlišit fluoreskující a nefluoreskující 
sloučeniny, které se eluují současně [3]. 
Protože je většina flavonoidů elektroaktivní díky přítomnosti skupin fenolických látek, 
může být využita také elektrochemická detekce, i když tato metoda není tak citlivá jako 
fluorescenční detekce [3]. 
Propojení kapalinové chromatografie se spektroskopickými technikami jako je UV-VIS, 
MS, nebo NMR poskytuje efektivní vybavení pro rychlý sběr dat a objasnění struktury. 
LC/DAD je účinná technika pro rychlé rozdělení směsi, nicméně data získané na základě 
absorpce světla jsou nedostatečné pro objasnění struktury. LC/UV-VIS/MS je rychlá technika 
umožňující krátké vystavení analytu světlu a vzduchu, což limituje jeho degradaci. Dnes je 
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nejvýznamnější technikou pro identifikaci cílového flavonoidu a strukturní charakterizaci 
neznámých členů této třídy sloučenin LC-MS/MS. Tandemová hmotnostní spektrometrie 
z velké části nahradila operace jednostupňové hmotnostní spektrometrie díky mnohem lepší 
selektivitě a širšímu rozsahu získaných informací. Ve studiích zabývajících se charakterizací 
neznámých sloučenin bývají aplikovány různé obměny LC-MS/MS vedle LC-DAD UV 
pro rychlou identifikaci tříd [4]. 
Také LC-NMR se často ukáže jako nezbytné vybavení k získání jednoznačných 
strukturních charakterizací. V oblasti výzkumu přírodních produktů neustále stoupá význam 
on-line LC-NMR. Nevýhodnou jsou ale nízká citlivost, nákladná instrumentace a dlouhé 
trvání experimentu. Pro komplexní objasnění struktury nových přírodních produktů je 
nezbytná přípravná izolace, protože v LC-NMR je obvykle část spektrální oblasti 1H ztracena 
a navíc neposkytuje informace o 13C. Je však třeba zdůraznit, že NMR detekce je obzvláště 
účinná pro určení odlišnosti izomerů, konfigurace cukrů a substitučního modelu na systému 
aromatických jader [3]. 
 
2.5 Metoda LC/MS v analýze flavonoidů  
Jelikož polyfenolické sloučeniny tvoří skupinu mírně polárních molekul, lze pro jejich 
analýzu využít reverzní kapalinovou chromatografii s následnou hmotnostní detekcí 
a elektropsrejem jako iontovým zdrojem. Užití LC/MS v analýze potravin poskytuje důležité 
informace o struktuře cílové nebo neznámé látky přímo v matricích. V některých případech 
připojené techniky mohou poskytnout úplnou on-line strukturní analýzu, která není časově 
náročná [7, 1]. 
 
Obr. 7: LC/MS systém [15] 
 
2.5.1 Hmotnostní spektrometrie  
Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně chemická metoda určování hmotnosti atomů, 
molekul a jejich částí převedením na kladné nebo záporné ionty. Spojení hmotnostního 
spektrometru se separačními metodami, zejména s plynovou a kapalinovou chromatografií, 
umožňuje provádět identifikaci komponent vzorku ve složitější matrici. Hmotnostní 
spektrometr zde vystupuje jako strukturně selektivní detektor umožňující kromě obvyklé 
registrace zón látek eluovaných z kolony provést i jejich identifikaci na základě 
zaznamenaného hmotnostního spektra [14]. 
 
2.5.1.1 Iontový zdroj a typy ionizačních technik 
Nezbytným předpokladem u hmotnostní spektrometrie je, že analyzovaná látka nese náboj. 
Energetická náročnost ionizace závisí na typu analyzované látky. Pro většinu organických 
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látek se hodnota prahové ionizační energie pohybuje mezi 7-16 eV, přičemž energie 
přesahující tuto prahovou energii vede k převedení látky do ionizovaného stavu [14]. 
Výtěžek ionizace většiny používaných ionizačních technik se pohybuje kolem 0,01 %, 
z čehož vyplývá, že proces ionizace výrazně omezuje citlivost měření a dosažitelnou mez 
detekce metody. Podle množství dodané energie dělíme ionizační techniky na tzv. měkké,  
při nichž je množství nadbytečné energie malé a pravděpodobnost fragmentace nízká, 
a na tvrdé, kdy dodaná energie postačuje k rozsáhlé fragmentaci primárně vzniklého iontu. 
Nejběžnější jsou techniky ionizace v plynné fázi. Analyzovaná látka je předem odpařena 
do vakua, nutným předpokladem je její dostatečná těkavost [14]. 
 
 Tvrdé ionizační techniky 
Ionizace elektronem (electron ionization, EI) je tvrdá ionizační technika v plynné fázi. 
Jedná se v současné době o nejlépe propracovaný způsob ionizace. Spolu s chemickou 
ionizací (chemical ionization, CI) jsou používány běžně v kombinaci s plynovou 
chromatografií. Vzhledem k obtížnému převedení do plynné fáze jsou flavonoidy běžně 
analyzovány metodou HPLC/MS, pro kterou byly vyvinuty metody ionizace vzorku  
za atmosferického tlaku [14]. 
 
 Sprejové ionizační techniky-měkké ionizační techniky 
Sprejové ionizační techniky řadíme mezi měkké ionizační techniky v kapalné fázi. Jsou 
vhodné pro kombinaci s kapalinovou chromatografií a kapilární elektroforézou. Patří mezi ně 
termosprej (thermospray, TSI, obr. 8), elektrosprej (elektrospray, ESI), fast atom bombarding, 
chemická ionizace za atmosférického tlaku (athmospheric pressure chemical ionisation, 
APCI) nebo fotoionizace za atmosferického tlaku (atmospheric pressure photoionisation, 
APPI). Největší význam při stanovení fenolických látek mají chemická ionizace  
za atmosférického tlaku a elektrosprejová ionizace [14, 7]. 
 
 
Obr. 8: Schéma iontového zdroje – termospreje [14] 
 
V současnosti nejčastěji používaným iontovým zdrojem pro kombinaci LC/MS je 
elektrosprej (obr. 9). K rozprášení kapalné fáze přivedené do kovové kapiláry dochází vlivem 
nehomogenního elektrického pole mezi ústím této kapiláry, na níž je přivedeno vysoké napětí, 
a protielektrodou, která je uzemněna. Napětí na kovové kapiláře dosahuje hodnot 2-5 kV. 
Špička kapiláry elektrospreje je úzká, a proto intenzita elektrického pole ve vzduchu na špičce 
kapiláry je velmi vysoká. Vznikají tak drobné kapičky kapalné fáze s vysokou hustotou 
povrchového náboje. Ty jsou rychle vysušeny protiproudem horkého inertního plynu, 
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nejčastěji dusíku o teplotě asi 200 °C. Disociované látky mechanismem iontového vypařování 
přecházejí přímo do fáze plynné a vzniklé ionty jsou vedeny vstupní štěrbinou přes iontovou 
optiku do hmotnostního analyzátoru. V procesu ionizace mohou vznikat kladně i záporně 
nabité ionty v závislosti na polaritě napětí vloženého na protielektrodu. Ionizace 
elektrosprejem poskytuje převážně molekulární ionty. Pro identifikaci glykosidů flavonolů  
a derivátů katechinu je nezbytné spojení s MS/MS, čímž se získají informace o struktuře 
molekul, které jsou srovnatelné s informacemi nabytými pomocí APCI [14, 16, 17]. 
 
 
Obr. 9: Hlavní děje probíhající při ionizaci elektrostrejem[16] 
 
U APCI (obr. 10) ústí vstupní kapilára, kterou je přivedena kapalná fáze 
z chromatografické kolony, do pneumatického rozprašovače, jehož plášť je vyhříván na velmi 
vysokou teplotu, až 700 °C. Dochází k efektnímu rozprášení a odpaření kapalné fáze. 
V prostoru koronového výboje generovaného na hrotu tzv. koronové jehly dochází především 
k ionizaci par mobilní fáze nebo molekul zvlhčovacího plynu a tvorbě chemicko-ionizačního 
plazmatu. Molekuly analyzovaných látek jsou pak následně ionizovány mechanismem 
chemické ionizace přenosem protonu za vzniku kvazi-molekulárních iontů typu [M+H]+ nebo 
[M-H]-. APCI-MS poskytuje jasné informace o molekulové hmotnosti fenolických látek  
a také užitečné informace o jejich struktuře (rozpoznávací fragmenty iontů), které mohou být 
verifikovány rovněž pomocí UV-DAD [14, 17]. 
 
 
Obr. 10: Schéma iontového zdroje APCI [13] 
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2.5.1.2 Hmotnostní analyzátory 
Umožňují rozlišení iontů produkovaných v iontovém zdroji podle poměru jejich hmotnosti 
a náboje, m/z [14]. 
 
 Kvadrupólový analyzátor (quadrupole, Q) 
Kvadrupólový analyzátor v hmotnostní spektrometrii se běžně uplatňuje ve spojení 
s plynovou a kapalinovou chromatografií nebo také s kapilární elektroforézou. Tento typ 
analyzátoru tvoří čtyři kovové tyče kruhového nebo hyperbolického průřezu, které jsou 
připojeny ke zdrojům stejnosměrného a vysokofrekvenčního střídavého napětí [14]. 
Na ionty, které se dostanou do prostoru mezi tyčemi, působí střídavé elektrické pole,  
což se projeví jejich oscilací. Při dobře zvolených hodnotách stejnosměrného a střídavého 
napětí a jejich vhodného poměru projdou kvadrupólem pouze ionty o určitém m/z, ostatní  
se dostanou do nestabilní dráhy a zachytí se na tyčích kvadrupólu nebo na stěnách přístroje. 
Postupnou změnou napětí (skenování) vkládaných na kvadrupól je možno nechat projít ionty 
ve zvoleném intervalu hodnot m/z. Hlavní výhodou kvadrupólového analyzátoru je možnost 
rychlé změny hodnot napětí vkládaných na tyče. To umožňuje zvolit rychlé skenování odezvy 
a mnohonásobně zaznamenat hmotnostní spektra během eluce velmi úzkých 
chromatografických (elektroforetických) píků. Jistými nevýhodami je omezený hmotnostní 
rozsah, který závisí na kvalitě konstrukce detektoru (maximální hodnota m/z se pohybuje 
mezi 2 000-3 000) [14]. 
 
 
Obr. 11: Kvadrupólový analyzátor [14] 
 
 Iontová past (ion-trap, IT) 
Iontová past je trojrozměrnou obdobou kvadrupólového filtru a umožňuje pomocí 
střídavého elektrického pole uzavřít ionty v ohraničeném prostoru. Tvoří ji uzemněné vstupní 
a výstupní kruhové elektrody hyperbolického průřezu a prstencové středové elektrody,  
na které se přivádí vysokofrekvenční napětí s proměnnou amplitudou [14]. 
Nejprve jsou otvorem ve vstupní kruhové elektrodě přivedeny do iontové pasti molekuly 
analyzované látky a provede se následná ionizace pulsem elektronů. Další možností je 
ionizace v externím iontovém zdroji, takže do vnitřního prostoru iontové pasti je analyzovaná 
látka přivedena už v ionizovaném stavu. Během doby, kdy se na středovou prstencovou 
elektrodu přivádí střídavé napětí o malé amplitudě a ionty v širokém rozsahu hmotností  
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se udržují na stabilních uzavřených drahách, je možno akumulovat dostatečné množství iontů 
v prostoru iontové pasti. Následně je zvyšována amplituda střídavého napětí. S její rostoucí 
hodnotou jsou postupně ionty s rostoucím m/z vypuzeny z pasti a přes otvor výstupní kruhové 
elektrody jsou vedeny do detektoru. Dříve se iontová past využívala hlavně ve spojení  
GC/MS při analýzách stopových množství organických látek. Dnes, díky konstrukčnímu 
vývoji, je těžištěm jejího využití kombinovaná technika LC/MS, a to i pro analýzy 
vysokomolekulárních látek [14]. 
 
 
Obr. 12: Průřez iontovou pastí [14] 
 
 Průletový analyzátor 
Průletový hmotnostní analyzátor je nejjednodušším hmotnostním analyzátorem tvořeným 
pouhou evakuovanou trubicí. K časovému rozdělení iontů s rozdílným m/z dochází na základě 
jejich odlišné doby letu z iontového zdroje do detektoru. Ionty s odlišným m/z, vystupující 
z iontového zdroje, mají při stejné kinetické energii rozdílnou rychlost. Hmotnější ion  
se pohybuje pomaleji a dorazí do detektoru později. Časová diference a tedy i dosažitelné 
rozlišení závisejí na délce dráhy, kterou ionty v trubici průletového analyzátoru urazí.  
Aby zařízení nemuselo být příliš rozměrné, konstruuje se s tzv. reflektronem, 
elektrostatickým zrcadlem znásobujícím průletovou dráhu iontů. Hlavní výhodou tohoto 
zařízení je teoreticky neomezený hmotnostní dosah. Největšího využití zatím dosáhl  
ve spojení s ionizační technikou MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) 
v analýze biomolekul (proteiny, polysacharidy). TOF-analyzátor lze však najít i u techniky 
LC-MS pro analýzu vysokomolekulárních látek nebo v kombinaci s kvadrupólovými filtry  
u hybridních tandemových přístrojů [14]. 
 
2.5.1.3 Detektory v hmotnostní spektrometrii 
V hmotnostní spektrometrii se můžeme setkat se dvěma typy detektorů, a to s detektory 
pro přímá měření a násobičovými detektory. Detektory pro přímá měření detekují elektrický 
proud vznikající přímým dopadem iontů a používají se hlavně pro měření přesného 
izotopového zastoupení prvků. Mnohem větší význam mají násobičové detektory,  
které využívají efekt násobení elektronů vzniklých po dopadu iontů a poskytují měřitelné 
signály dokonce pro jednotlivé ionty. Používají se u veškeré komerční instrumentace, včetně 
kombinovaných systémů GC/MS a LC/MS [14]. 
Elektronnásobičové detektory mohou být konstrukce s diskrétním dynodovým polem nebo 
s kontinuální diodou [14]. 
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Násobiče s diskrétními dynodami se většinou konstruují jako 17 až 20 stupňové a dosahují 
hodnot zesílení 107-108. Účinnost systému s kontinuální dynodou je srovnatelná s diskrétními 
systémy, jejichž životnost a citlivost k iontům vyšších hmotností je však prozatím podstatně 
nižší [14]. 
 
 
Obr. 13: Elektronnásobič s kontinuální diodou [14] 
 
Při detekci fotonásobičovým detektorem jsou ionty konvertovány na fotony. Ve srovnání 
s elekronnásobičem je tento typ detektoru konstrukčně složitější, ale poskytuje vyšší citlivost 
a delší životnost. Volbou polarity napětí vkládaného na konverzní elektrodu se určuje typ 
detekovaných iontů, jeho velikostí pak citlivost detekce vůči iontům vyšších hmotností [14]. 
 
 
Obr. 14: Detekční uspořádání s fotonásobičem [14] 
 
2.5.1.4 Čerpací vakuové systémy 
Kvalita spekter poskytovaných hmotnostním spektrometrem je výrazně závislá na kvalitě 
vakua uvnitř přístroje. U kombinovaného systému LC/MS je dosažení dostatečně nízkého 
tlaku obzvláště problematické, kdy se do prostoru iontového zdroje přivádí nadbytek mobilní 
fáze, který je nutno účinně odčerpat. Čerpací systém u hmotnostní spektrometrie je ve většině 
případů dvoustupňový, přečerpává se běžnými mechanickými rotačními pumpami  
a dočerpává na pracovní tlak difúzní nebo turbomolekulární pumpou. Pro dosažení 
dostatečného vakua lze sdružit několik dvoustupňových čerpacích systémů dohromady  
a odděleně čerpat prostor iontového zdroje a hmotnostního analyzátoru [14]. 
 
2.5.2 Spojení HPLC s hmotnostním detektorem 
HPLC/MS využívající rozhraní termospreje byla zkonstruována pro analýzu 
nízkomolekulárních fenolických látek v rostlinných materiálech. Větší citlivosti může být 
dosaženo pomocí volby negativního módu ionizace [1]. Jiná studie zabývající se obdobným 
výzkumem použila k převedení vzorku v kapalné fázi do MS elektrosprej. Vzorek byl 
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separován pomocí iontově párovací chromatografie na fenylové koloně a poté byly 
hmotnostní spektrometrií v negativním módu stanoveny fenolové kyseliny a aldehydy. Během 
ionizace vznikají pouze deprotonované molekuly, takže mnohdy musí být struktura 
verifikována využitím MSn. ESI vykazuje jedenkrát až dvakrát lepší detekční limity než TSI 
s kladnými ionty [1]. Spojení HPLC s APCI bylo poprvé použito pro analýzu isoflavonů  
a jejich konjugátů v sojových potravinových výrobcích. Analýza byla provedena jak 
v kladném tak i záporném módu s mobilní fází obsahující methanol a vodný roztok 
mravenčanu amonného (pH 4) za gradientové eluce. Skoro ve všech případech byla lepší 
odezva na záporný mód. Na kvadrupólovém analyzátoru byly úspěšně detekovány isoflavony 
v kladném módu, ale při využití iontové pasti byly výsledky získané aplikací kladného módu 
při chemické ionizaci APCI neuspokojivé [7]. 
V oblasti komerční instrumentace je v současnosti stále ještě nejběžnější použití 
kvadrupólových hmotnostních analyzátorů. Jsou prakticky univerzální a mezi hlavní přednosti 
systému LC/MS s těmito typy hmotnostních analyzátorů patří, zejména v módu SIM (selected 
ion monitoring), dostatečně vysoká rychlost skenování a především cenová dostupnost. 
Minimálně srovnatelné jsou parametry iontové pasti. Přístroje s tímto typem hmotnostního 
analyzátoru umožňují ve srovnání s kvarupólovými přístroji dosáhnout v celkovém 
chromatogramu (total ion chromatogram, TIC) nižších mezí detekce a hodí se zejména  
pro stopovou analýzu. Požadavek vysokého hmotnostního dosahu velmi dobře splňuje 
průletový hmotnostní analyzátor. Pro detektory typu elektronnásobiče a fotonásobiče platí,  
že citlivost detekce klesá s rostoucím m/z detekovaného iontu. Proto byly vyvinuty různé typy 
tzv. postakceleračních detektorů, jež mohou s pomocí vhodné iontové optiky ionty  
před vlastní detekcí urychlit [14, 19]. 
 
2.5.3 Tandemová hmotnostní spektrometrie v systému LC/MS 
Zásadní nevýhodou použití sprejových ionizačních technik je povětšinou zanedbatelný 
rozsah fragmentace vznikajících iontů. Pro účely podrobnější strukturních studií je nutno 
použít komplexní systémy tandemové hmotnostní spektrometrie, sdružující dvojici 
hmotnostních analyzátorů oddělených kolizní celou. Klasickým instrumentálním uspořádáním 
tohoto typu je tandemový hmotnostní spektrometr, kde jsou spojeny dva magnetické 
hmotnostní analyzátory. V prvním analyzátoru je volbou intenzity magnetického pole vybrán 
ion určitého m/z (tzv. mateřský ion), jež je následně řízeně fragmentován v kolizní cele. 
Vzniklé fragmentované ionty (dceřinné ionty) jsou podle m/z rozděleny v druhém 
magnetickém analyzátoru a následně detekovány. Vhodnější pro spojení se separačními 
metodami je systém se třemi kvadrupóly. První kvadrupól slouží pro výběr mateřského iontu, 
do druhého kvadrupólu se přivádí pod vhodným tlakem inertní plyn a slouží jako kolizní cela 
pro řízenou fragmentaci mateřského (prekurzorového) iontu, skenováním třetího kvadrupólu 
se rozdělí vzniklé dceřinné ionty. Pro určení strukturní analýzy velkých molekul byly 
vyvinuty hybridní systémy vyznačující se vysokým dosažitelným rozlišením a vysokou 
citlivostí, jež jsou vhodné pro spojení s kapalinovým chromatogafem [14]. 
 
2.5.3.1 Využití LC/MS2 v analýze flavonoidů 
K jednoznačnému popisu odštěpeného iontu ze struktury flavonoidu byla navržena 
nomenklatura. V pozitivním režimu jsou ionty, které vznikly rozštěpením dvou vazeb C kruhu 
základní struktury flavonoidů (flavan), označovány i,jA+ a i,jB+. Ion A obsahuje A-kruh, ion B 
zase B-kruh, indexy i a j představují rozštěpené vazby na C-kruhu. Když je využíván 
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negativní ionizační mód, značí se vzniklé ionty i,jA- a i,jB-. Ionty vzniklé odštěpením X části 
z těchto iontů jsou označovány jako [i,jA± – X] a [i,jB± – X] [3].  
Důležitá štěpící reakce flavonoidů je opačná Diels-Alderova čili retro Diels-Alderova 
reakce (RDA), která může nastat v šestičlenných cyklických strukturách obsahujících dvojnou 
vazbu a vyžaduje přemístění tří elektronových párů v cyklickém kruhu. Čistý výsledek tohoto 
nového uspořádání je rozštěpení dvou σ-vazeb a vznik dvou pi-vazeb. Výzkum prokázal,  
že způsoby fragmentace jsou velkou měrou nezávislé na ionizačním režimu (ESI a APCI)  
a typu použitého přístroje (trojitý kvadrupól, iontová past) [3, 25]. 
Sama Diels-Alderova reakce (RDA) vede k syntéze šestičlenných kruhů z acyklických 
prekurzorů. Jednou z takto vznikajících molekul je reserpin využívající se v klinické praxi  
k léčbě hypertenze, dále jsou to cholesterol, morfin, kortizol, prostaglandiny, vitamin B  
a další. K významným reakcím tohoto typu patří také reakce 1,3-butadienu (dien, systém 
se čtyřmi pi-elektrony) a anhydridu kyseliny maleinové (dienofil, systém se dvěma  
pi-elektrony). Během reakce vznikají dvě nové σ-vazby na úkor dvou pi-vazeb dienu 
a dienofilu. Protože σ-vazby jsou obvykle silnější než pi-vazby, vznik aduktu je energeticky 
výhodnější, ale většinou jsou Diels-Alderovy reakce vratné [3, 16]. 
 
 
 Fragmentace flavonoidů v pozitivním módu (PI) 
RDA štěpení dává vzniknout 1,3A+ a 1,3B+ iontům a je nejdůležitějším způsobem 
fragmentace pro flavanony, flavony a flavonoly, ale vyskytuje se také u isoflavonů  
(kap. 2.2.2). První tři třídy poskytují 1,3A+ jako nejvýznamnější iontový produkt. Pozorovány 
jsou ale i 1,3B+ ionty, ty jsou navrhovány jako rozpoznávací ionty pro flavony. Sloučeniny 
mající methoxy substituenty vykazují relativně malou RDA fragmentaci. Pro flavony  
a flavonoly štěpení 0,2 vazby je obvyklý způsob štěpení C-kruhu. Odpovídající 0,2A+ ionty 
mohou být použity k určení flavonolů, protože se nevyskytují v žádné jiné třídě flavonoidů. 
Zajímavé je, že ionty v důsledku 0,2 štěpení nejsou patrné v záporném režimu (NI). Poměrně 
vzácné je štěpení vazeb 0,4 a 1,4. Obvykle méně charakteristické fragmenty běžné pro většinu 
flavonoidů vznikají ztrátou vody (18 Da), skupin CO (28 Da), C2H2O (42 Da) a postupnou 
ztrátou vody a CO (46 Da) [3]. 
 
 Fragmentace flavonoidů v negativním módu (NI) 
RDA štěpení 1,3 vazby C kruhu, které vede ke vzniku 1,3A- a 1,3B- iontů, je nejvýznamnější 
způsob štěpení v NI režimu stejně jako v PI režimu. Tyto ionty jsou zjištěny u mnoha 
flavonoidů. U hmotnostních spekter flavonolů kaempferidu, eriodyctiolu, morinu, kvercetinu 
a rhamnetinu a prenylovaných flavonoidů (8- a 6- prenylnaringeninu) byly 1,3A- nejvíce se 
vyskytujícími vzniklými ionty, druhými nejhojnějšími byly ionty 1,3B-. Nicméně zjištěné 
relativní množství iontů 1,3A- a 1,3B- luteolinu a genkwaninu bylo docela malé (1-10 %)  
a např. kaempferol nevykazuje žádnou tvorbu RDA iontů. Tyto vzájemné odlišnosti 
pravděpodobně odrážejí rozdíly v nastavení experimentu a provozních podmínkách [3]. 
Jiné štěpení kruhu vede ke vzniku 0,3A- a 0,3B- fragmentů. Při studiu 14 isoflavonů, flavonů 
a flavanonů byly 0,3B- pozorovány jen u isoflavonů daidzeinu, genisteinu, ale ty samé 
fragmenty byly zjištěny i u některých flavonů [3]. 
0,4A- a 0,4B- fragmenty byly pozorovány v relativně malém množství ve všech třídách 
flavonoidů. Fragmenty 0,4A- byly pozorovány u kaempferolu, apigeninu, kvercetinu, 
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kaempferidu, eriodictyolu, naringeninu a isosakurametinu. Fragmentace isoflavonů vede 
hlavně ke vzniku 0,4B- iontů, kdežto u flavonů jsou častější ionty 0,4A- [3, 21]. 
Dochází také ke štěpení vazeb 1,2 C-kruhu a vazeb 1 a 4. Vedle štěpení různých vazeb C-
kruhu, probíhají v NI režimu také jiné fragmentace [3]. 
 
 
Obr. 15: Možné fragmentace flavonoidů způsobené štěpením vazeb C-kruhu. (A) v PI i NI módu: (A1) 
1 a 3, (A2) 0 a 4. (B) v PI modu: (B1) 0 a 2, (B2) 1 a4. (C) v NI módu: (C1) 0 a 3, (C2) 1 a 2, (C3) 1 a 
4, (C4) 2 a 4 [3] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
3.1 Materiál a přístrojové vybavení 
 
3.1.1 Chemikálie a rozpouštědla  
 
3.1.1.1 Rozpouštědla jako složky LC/MS mobilní fáze 
• amonium hydrate 28 %, NH3 in water 99,99+ %, Sigma-Aldrich, (SRN) 
• kyselina octová 100 %, 99,99+ %, Sigma-Aldrich, (SRN) 
• methanol LC-MS, Riedel-de Haën, (SRN) 
• acetonitril LC-MS, Riedel-de Haën, (SRN)  
 
3.1.1.2 Kalibrační roztoky pro MS detektor 
• cafeine, Sigma-Aldrich, (SRN) 
• Met-Arg-Phe-Ala, Reseadch, INC., Manasquan, N.J., (USA) 
• Ultramark, Lancaster, (USA) 
 
3.1.1.3 Ladící standardní roztoky pro hmotnostní spektrometr 
• tunning mix for LC/MSD ion trap, Agilent, (USA) 
• reserpin, Sigma-Aldrich, (SRN) 
 
3.1.1.4 Standardní chemikálie 
• rutin hydrate (minimum 95 %), Sigma-Aldrich, (SRN) 
• morin, Sigma-Aldrich, (SRN) 
• quercetin dihydrate (minimum 98 %), Sigma-Aldrich, (SRN) 
• chlorogenic acid (minimum 95 %), Sigma-Aldrich, (SRN) 
 
3.1.2 Použité přístrojové vybavení 
 
3.1.2.1 Sestava HPLC od firmy ECOM s.r.o. ČR 
• programátor gradientu GP 5 
• gradientní čerpadlo BETA 10 
• termostat kolony, typ LCO 101 
• UV-VIS detektor procesový, typ LCD 2084 
• integrátor Charity 
 
3.1.2.2 Hmotnostní spektrometr Thermo Finnigan LCQ Advantage MAX, USA 
• elektrospray ionization (ESI) 
• ion trap (IT) 
• software Xcalibur 
 
3.1.2.3 HPLC kolony 
• Polaris C18, 3 µm, 150×2 mm, Varian (USA) 
• Restek Ultra Aqueous C18, 5 µm, 250×4,6 mm, Fisbet Scientific (USA) 
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3.2 Optimalizace hmotnostního spektrometru pomocí standardních chemikálií 
dodaných výrobcem 
 
3.2.1 Kalibrace hmotnostního detektoru  
Před zahájením práce s hmotnostním spektrometrem je nutné provést kalibraci. Tu výrobce 
doporučuje opakovat přibližně každé tři měsíce s ohledem na intenzitu měření [30]. Kalibrace 
se provádí pomocí výrobcem dodávaných kalibračních roztoků, které představují kofein  
(pro kalibraci je používán přímo komerční roztok o koncentraci 1 mg/ml v methanolu), 
tripeptid L-methionyl-arginyl-phenylalanyl-alanin acetát monohydrát (Met-Arg-Phe-Ala 
neboli MRFA) a proteinový vzorek s komerčním názvem Ultramark. 
 
3.2.1.1 Příprava zásobního roztoku MRFA 
Pro kalibraci byl postupným ředěním připraven 1 ml zásobního roztoku MRFA  
o koncentraci 5,73 µmol/ml ve směsi methanolu a vody v poměru 50:50. Průměrná relativní 
molární hmotnost MRFA je 523,6. 
 
3.2.1.2 Zásobní roztok Ultramarku 
Pomocí syringe stříkačky bylo odměřeno 10 µl komerčního roztoku Ultramarku, který byl 
naředěn do 10 ml acetonitrilu. Výsledná koncentrace zásobního kalibračního roztoku 
Ultramarku tak byla 0,1 obj. %.  
 
3.2.1.3 Příprava kalibrační směsi a vlastní kalibrace přístroje 
Ze zásobního komerčního roztoku kofeinu o koncentraci 1 mg/ml bylo pipetováno 100 µl 
do suché a čisté zkumavky. K roztoku kofeinu bylo přidáno 5 µl zásobního kalibračního 
roztoku MRFA (kap. 3.2.1.1) a 2,5 ml zásobního kalibračního roztoku Ultramarku  
(kap. 3.2.1.2). Další nezbytnou složkou byla ledová kyselina octová přidaná v objemu 5 µl. 
Kalibrační roztok byl naředěn 2,34 ml směsi methanolu a vody v poměru 50:50.  
Takto připravený roztok byl využíván ke kalibraci hmotnostního detektoru. 
Dílčí kroky kalibrace přístroje LCQ Advantage Max probíhají automaticky podle nastavení 
v řídícím softwaru Xcalibur. Přístroj je nakalibrován v okamžiku, kdy veškeré kalibrační 
úrovně proběhnou úspěšně. 
 
3.2.2 Ladění hmotnostního detektoru a stanovení MS spektra reserpinu 
Kalibrace sama o sobě k získání uspokojivých výsledků nestačí. Je nutné nastavit 
parametry analýzy tak, aby co nejvíce vyhovovaly struktuře sloučenin dané skupiny 
stanovovaných látek a odezva a citlivost přístroje při snímání hmotnostního spektra byla co 
nejvyšší. Postupným laděním detektoru na určitý analyt dochází k nastavení optimálních 
hodnot parametrů přístroje. 
Před laděním na požadovaný analyt je vhodné provést ladění pomocí výrobcem 
dodávaného standardu reserpinu. Výrobce garantuje, že po naladění přístroje na reserpin jsou 
parametry detektoru nastavené tak, aby bylo možné s určitou sníženou citlivostí stanovit 
většinu sloučenin detekovatelných daným typem ionizace. 
 
3.2.2.1 Příprava ladícího roztoku a jeho aplikace 
Pro vyladění metody byl postupným ředěním zásobního roztoku reserpinu o koncentraci  
1 mg/ml v roztoku methanol:voda (50:50) připraven roztok o koncentraci 1 µg/ml. Průměrná 
relativní molární hmotnost reserpinu je 608,7. 
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Ladicí roztok byl dávkován kontinuálně do MS detektoru pomocí syringe pumpy. Ladění 
(tunning) přístroje probíhá automaticky po nastavení v  Xcaliburu. Výsledkem ladění je 
metoda (tune file) uložená v softwaru, která zahrnuje optimální nastavení parametrů přístroje 
pro reserpin (tabulka 1). Ladění bylo provedeno v kladném i záporném módu. 
 
Tabulka 1: Parametry analýzy reserpinu 
Parametr MS Kladný mód Záporný mód 
Množství sušícího plynu [arb] 20 45 
Napětí na kapiláře ESI [kV] 5.00 4.00 
Teplota na vstupní kapiláře [°C] 250 250 
Napětí na vstupní kapiláře [V] 3.00 -11.00 
 
 
Obr. 16: Molekula reserpinu [20] 
 
3.2.2.2 Stanovení MS spekter reserpinu 
Jednorázovým dávkováním ventilem integrovaným v hmotnostním detektoru s dávkovací 
smyčkou 2 µl byl přiveden do MS detektoru standardní roztok reserpinu o koncentraci  
1 µg/ml. Podmínky analýzy jsou uvedeny v kapitole 3.2.2.1 v tabulce 1. Byla použita mobilní 
fáze o složení methanol:1% kyselina octová v poměru 80:20 pro kladný mód, pro záporný 
methanol:0,25% amoniak rovněž v poměru 80:20. Byla získána  spektra v režimech MS full 
scan a MS/MS full scan s  kolizní energií 45 % pro kladný mód a 40 % pro záporný mód [29]. 
 
 
3.3 Optimalizace podmínek MS detekce u vybraných polyfenolických látek 
Naladěním hmotnostního detektoru na reserpin je sice možné měřit široké spektrum látek, 
ale bez dostatečného rozlišení cílového analytu. Proto je nanejvýš žádoucí doladit přístroj 
pomocí strukturně podobné sloučeniny, čímž se docílí zvýšení citlivosti detekce.  
 
3.3.1 Ladění hmotnostního detektoru na kvercetin 
Ladění hmotnostního detektoru probíhalo s využitím kvercetinu, jelikož při pilotních 
pokusech byla odezva přístroje na tento standard dostatečně citlivá, a to pro kladný i záporný 
mód. Dávkování standardního roztoku o koncentraci 1 µg/ml v roztoku acetonitril:1% 
kyselina octová (50:50) probíhalo kontinuálně pomocí syringe pumpy. 
Nastavená ladicí metoda (tabulka 2) byla následně používána pro první blok pokusů 
k detekci MS full scan spekter a pro MS/MS analýzy jednotlivých standardů flavonoidů 
a kyseliny chlorogenové dávkovaných přímým nástřikem přes ventil spektrometru (kap. 
3.3.3). 
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Tabulka 2: Parametry analýzy kvercetinu 
Parametr MS-ladicí standard 
kvercetin Kladný mód Záporný mód 
Množství sušícího plynu [arb] 40 45 
Napětí na kapiláře ESI [kV] 5.00 4.00 
Teplota na vstupní kapiláře [°C] 250 250 
Napětí na vstupní kapiláře [V] 40.00 -6.00 
 
3.3.2 Ladění hmotnostního detektoru na kyselinu chlorogenovou 
Vzhledem k citlivější odezvě detektoru v záporném módu na kyselinu chlorogenovou byl 
tento standard vybrán k vyladění přístroje pro off-line LC/MS a on-line LC/MS analýzy směsí 
standardních sloučenin (kap. 3.4.3, 3.4.4). Ladicí roztok o koncentraci 1 µg/ml ve směsi 
acetonitril:1% kyselina octová (50:50) byl kontinuálně dávkován syringe pumou do detektoru. 
Parametry ladicí metody jsou uvedeny v tabulce 3.  
 
Tabulka 3: Parametry analýzy kyseliny chlorogenové 
Parametr MS-ladicí standard 
kyselina chlorogenová Záporný mód 
Množství sušícího plynu [arb] 45 
Napětí na kapiláře ESI [kV] 4.00 
Teplota na vstupní kapiláře [°C] 250 
Napětí na vstupní kapiláře [V] -47.00 
 
3.3.3  Stanovení MS/full scan a MS/MS/full scan spekter  
Metoda MS/full scan poskytuje hmotnostní spektrum, ve kterém jsou vidět veškeré  
kvasi-molekulární ionty, které vznikly při ionizaci analytu v elektrospreji. Metodou MS/MS 
full scan je ion, který dále sledujeme, štěpen za vzniku produktových iontů. Tato technika 
většinou slouží k identifikaci struktury analytu. Je jí možno odlišit i látky o stejném poměru 
m/z, protože po fragmentaci se v hmotnostním spektru objevují odlišné produktové ionty. 
Vzorky standardů byly dávkovány přes dávkovací ventil integrovaný v hmotnostním 
detektoru s dávkovací smyčkou 2 µl. Koncentrace všech testovaných standardů byla 
10 µg/ml. Cílem série experimentů bylo vybrat metodu vhodnou k analýze sledovaných látek 
ve směsi i v reálném zdroji. Parametry hmotnostní detekce jsou uvedeny v tabulce 2  
(kap. 3.3.1). 
 
3.3.3.1 Záznam spekter v kladném módu 
Jako mobilní fáze byla v kladném módu využita směs acetonitril:1% kyselina octová 
(50:50). Přídavek kyseliny octové do mobilní fáze umožňuje jednodušší ionizaci analytu  
na kladné ionty. V kladném módu byly sledovány parentální ionty všech vybraných standardů 
v režimu MS/full scan, a také štěpné produkty vzniklé analýzou MS/MS full scan. Kolizní 
energie použité pro jednotlivé standardní preparáty jsou uvedeny v tabulce 4 [29]. 
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Tabulka 4: Aplikovaná kolizní energie při MS/MS full scan v kladném módu 
Standardní sloučenina Aplikovaná kolizní energie [%] 
Morin 40 
Kvercetin 50 
Rutin 60 
 
3.3.3.2 Záznam spekter v záporném módu 
Složení mobilní fáze v záporném módu bylo odlišné, jelikož bylo třeba favorizovat vznik 
iontů se záporným nábojem. Mobilní fáze obsahovala acetonitril:0,25% amoniak  
(50:50). Opět byly sledovány parentální ionty všech vybraných standardů v režimu MS full 
scan a štěpné produkty MS/MS full scan. Kolizní energie použité pro jednotlivé standardní 
preparáty jsou uvedeny v tabulce 5. [29] 
 
Tabulka 5: Aplikovaná kolizní energie při MS/MS full scan v záporném módu 
Standardní sloučenina Aplikovaná kolizní energie [%] 
Kyselina chlorogenová 40 
Rutin pro MS2 35, pro MS3 32 
Morin 40 
Kvercetin 50 
 
3.4 Optimalizace separační metody-využití HPLC /UV-VIS 
Separace směsí vybraných standardních preparátů flavonoidů byly prováděny na kolonách 
Polaris a Restek (parametry kolon jsou uvedeny v kap. 3.1.2.3). Rychlost průtoku mobilní 
fáze byl u kolony Polaris 0,15 ml/min, u kolony Restek 0,40 ml/min. Obě kolony byly 
temperovány na 30 °C. Vzorky byly dávkovány dávkovacím ventilem s  dávkovací smyčkou 
20 µl. Fotometrický detektor byl nastaven na vlnovou délku 370 nm. 
 
3.4.1 Izokratická eluce 
Izokratická eluce se vyznačuje tím, že se složení mobilní fáze během separace nemění.  
Při separaci byly na obou kolonách vyzkoušeny dvě různé mobilní fáze, první o složení 
acetonitril:1% kyselinu octovou (50:50), druhá o složení acetonitril:0,25 % amoniak (50:50). 
 
3.4.2 Gradientová eluce  
Gradientová eluce je typická změnou složení mobilní fáze během separace. Byla 
vyzkoušena řada různých kombinací gradientové eluce [29], nejvíce se však při dělení 
flavonoidů osvědčil gradient uvedený v tabulce 6. 
 
Tabulka 6: Průběh gradientové eluce 
 Časový úsek Mobilní fáz:1% HAc:AcN 
1. Lineární gradient 3 min 60-57 % HAc:40-43 % AcN 
2. Lineární gradient 20 min 57-55 % HAc:43-45 % AcN 
3. Lineární gradient 10 min 55-45 % HAc:45-55 % AcN 
4. Izokratický průtok 30 min 45 % HAc:55 % AcN 
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Vzhledem k lépe odseparovaným sloučeninám ze směsi standardních preparátů na koloně 
Restek v optimalizačním pokusu měřeným metodou HPLC/UV-VIS, byla tato 
chromatografická kolona využita pro následující on-line a off-line analýzu LC/MS systémem. 
 
3.4.3 Měření LC/UV-VIS s hmotnostní detekcí off-line  
Směsi standardních preparátů byly separovány na koloně Restek gradientovou elucí 
(tabulka 6, kap. 3.4.2). Do zkumavek byly odchytány jednotlivé frakce standardních vzorků 
podle retenčních časů ve spektru UV-VIS analýzy. Jednotlivé frakce byly poté individuálně 
aplikovány do hmotnostního spektrometru a proměřeny v záporném módu na ladicí metodu 
s kyselinou chlorogenovou (tabulka 3, kap. 3.3.2). 
 
3.4.4 Měření LC/MS v  režimu on-line  
Směsi standardních preparátů byly separovány na koloně Restek gradientovou elucí 
(tabulka 6, kap. 3.4.2). Kapalinový chromatograf byl on-line propojen s hmotnostním 
spektrometrem, takže ihned po separaci byly oddělené sloučeniny detekovány na základě 
poměru m/z v záporném módu (ladicí metoda kyseliny chlorogenové-tabulka 3, kap. 3.3.2). 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
 
4.1 Spektra reserpinu 
Hmotnostní spektrometr byl před měřením naladěn pomocí standardního roztoku reserpinu 
o koncentraci 1 µg/ml (kap. 3.2.2.1). Ladicí metoda byla využita pro stanovení MS full scan 
a MS/MS full scan spektra (kap. 3.3.3.1 a 3.3.3.2) reserpinu v kladném i záporném módu 
za podmínek popsaných v tabulce 1 (kap. 3.2.2.1). Relativní molární hmotnost (Mr) reserpinu 
je 608.7. 
 
 
Obr. 17: Spektrum reserpinu-MS full scan, kladný mód 
 
Protože náboj vzorku je ve většině případů ionizace elektrosprejem roven 1, je poměr m/z 
odečtený ze spektra roven molární hmotnosti ±1 v závislosti na snímání kladných nebo 
záporných iontů.  
V kladném módu se reserpin zobrazuje jako kladný ion s Mr 609,9. Zvýšení relativní 
molární hmotnosti je důsledkem navázání vodíku  (protonace molekuly na N-H skupině 
indolu) při ionizaci. 
 
 
Obr. 18: Spektrum reserpinu-MS full scan, záporný mód 
 
V záporném módu je reserpin ionizován odštěpením vodíku N-H skupiny na cyklu indolu, 
ve spektru je tak patrný jako záporně nabitý ion s m/z 607,7. 
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Obr. 19: Spektrum reserpinu-MS/MS full scan,kladný mód 
 
V případě reserpinu byly ve spektru opakovaně pozorovány štěpy 577,3; 448,2 a 397,3. 
Výrobce deklaruje, že jejich přítomnost je známkou správného naladění přístroje [29]. 
  
 
Obr. 20: Spektrum reserpinu-MS/MS full scan, záporný mód 
Ve spektru záporného módu byl identifikován pouze jeden štěp. Odečtením jeho Mr od Mr 
parentálního iontu získáme hodnotu 15,5, která zřejmě značí odštěpení methylové skupiny, 
které bude favorizováno v záporném módu. Odstupující methylová skupina je vyznačena  
ve vzorci reserpinu níže (obr. 21). 
 
 
Obr. 21: Molekula reserpinu s vyznačenou odstupující methylovou skupinou [20] 
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4.2 Spektra kyseliny chlorogenové a vybraných flavonoidů 
K měření spekter standardních preparátů byla použita ladicí metoda na kvercetin  
(kap. 3.3.1). Měření probíhalo v kladném i záporném módu v MS full scan i MS/MS full scan 
režimu (kolizní energie jsou uvedeny v tabulce 4-5, kap. 3.3.3.1 a 3.3.3.2) 
 
4.2.1 Hmotnostní spektra kyseliny chlorogenové 
Stejně jako u reserpinu byl využit MS full scan a MS/MS full scan režim, ale pouze 
v záporném módu, jelikož citlivost kladného módu byla velmi nízká, i když Careri [1] uvádí 
data získaná analýzou MS full scan na kladném módu za spoluúčasti plasmaspreje.  
Mr kyseliny chlorogenové je 354,5. Ve spektru byl tedy stanoven kvasi-molekulární ion o m/z 
353,0 (obr. 22). 
 
 
Obr. 22: Spektrum kyseliny chlorogenové-MS full scan, záporný mód 
 
Podle následující MS/MS full scan analýzy a navrženého štěpení molekuly (obr. 25) lze 
usuzovat, že se vodíky odštěpují z jedné ze dvou hydroxylových skupin benzenového jádra 
(obr. 23). Obdobná identifikace kyseliny chlorogenové byla provedena např. při analýze 
hlavních komponent třezalky tečkované, kde byl rovněž ve spektru stanoven  
kvasi-molekulární ion 353,1 [4]. 
 
 
Obr. 23: Návrh odštěpení vodíku kyseliny chlorovodíkové [2] 
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Obr. 24: Spektrum kyseliny chlorogenové-MS/MS full scan, záporný mód 
 
Hlavní štěp 191,0, který je dominantní v MS/MS spektru (obr. 24, 25) je uveden také 
v odborné literatuře [4] spolu se štěpem 179,1, který není v námi získaném spektru příliš 
výrazný (178,7). To je zřejmě způsobeno použitím vyšší kolizní energie (40 %, tabulka 5, 
kap. 3.3.3.2), než byla uvedena v literárním zdroji (35 %) [4]. Záporný mód upřednostnil také 
Matsui a kolektiv při analýze kyseliny chlorogenové a jejich derivátů v lidské plazmě 
metodou LC/ESI-MS/MS [27]. Návrh fragmentace molekuly je pak znázorněn na obr. 25. 
 
 
Obr. 25: Štěpení kyseliny chlorogenové – tandemová hmotnostní spektrometrie [2] 
 
4.2.2 MS full scan a MS/MS full scan kvercetinu 
Hmotnostní spektra kvercetinu byla stanovena jak v kladném tak záporném módu. 
Výsledky MS full scan analýz a MS/MS full scan analýz jsou uvedeny na obr. 26-29. 
 
 
Obr. 26: Spektrum kvercetinu – MS full scan, kladný mód 
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V kladném módu byla identifikována čára 303,5. Citlivost při analýze byla 51004,1 ⋅ . 
Careri [1] uvádí štěp 303 získaný při analýze roztoku černého čaje, ionizace byla provedena 
plasmasprejem. 
 
 
Obr. 27: Spektrum kvercetinu-MS full scan, záporný mód 
 
V záporném módu byl identifikován parentální ion 301,1. Citlivost analýzy byla 51082,4 ⋅ , 
tedy více než čtyřikrát citlivější než analýza v kladném módu. To potvrzují i údaje uvedené 
Tatsisem a kolektivem [4], při analýze extraktu třezalky tečkované MS full scan a MS/MS 
full scan využil pouze záporný mód. 
 
 
Obr. 28: Spektrum kvercetinu-MS/MS full scan, kladný mód 
 
Hlavní fragmenty vzniklé v režimu MS/MS full scan v kladném módu jsou uvedeny  
na obr. 28. Čára 257,1 vznikla odštěpením skupiny -H2O-CO (46), štěp 285,1 se od tohoto 
štěpu liší o skupinu -CO (28), takže vznikl odštěpením molekuly vody (18). Čára 229,1 
vznikla pravděpodobně odštěpením skupin -CO-CO (56) a jedné molekuly H2O (18). 
Produktový ion 257 je uváděn v odborné literatuře autorem Rijke [3] spolu se štěpy RDA 
reakce 0,2A+ (165) a 0,2B+ (137), které jsou v našem spektru rovněž patrné (137,1 a 165,1). 
Rijke sice nezmiňuje čáru 229,1, ale uvedl štěp 247,0 vzniklý odštěpením skupiny -CO-CO, 
který se od námi získaného štěpu 229,1 liší právě o molekulu H2O (18). 
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Obr. 29: Spektrum kvercetinu - MS/MS full scan, záporný mód 
 
Štěpy uvedené v obr. 29 vznikly fragmentací kvercetinu v záporném módu. Některé  
z fragmentů lze popsat pomocí retro Diels Alderovy reakce. Štěp 179,1 můžeme zapsat podle 
nomenklatury štěpení flavonoidů (kap. 2.5.3.1) jako 1,2A- a štěp 151,0 jako 1,3A-. Méně 
výrazné čáry 192,5, 121,0 a 106,9 vznikly taktéž RDA reakcí a představují štěpy 0,4A-, 1,2B-  
a 0,4B-. Všechny jmenované štěpy až na 0,4B- uvádí také Rijke [3]. Rijke uvádí [7],  
že nejčastější fragmenty vzniklé RDA reakcí u flavonů jsou také fragmenty 1,3A-, což bylo 
potvrzeno vzhledem k zastoupení píku 151 v MS/MS spektru kvercetinu. 
 
4.2.3 Čárová hmotnostní spektra diglykosidu rutinu 
V případě rutinu byly využity režimy MS/full scan, MS/MS full scan v kladném  
i záporném módu a také MS3 full scan, a to jen v záporném módu, protože při MS/MS full 
scan v kladném módu se rutin neštěpil. Mr rutinu je 610. 
 
 
Obr. 30: Spektrum rutinu - MS full scan, kladný mód 
 
Na kladném módu byl identifikován kvasi-molekulární ion 611,4. Citlivost byla 61045,2 ⋅ . 
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Obr. 31: Spektrum rutinu-MS full scan, záporný mód 
 
Na záporném módu byl identifikován štěp 609,1 za nižší citlivosti než v kladném módu 
( 51027,4 ⋅ ). Rijke a kolektiv [7] srovnávají odezvy několika flavonoidů v kladném  
a záporném módu při ionizaci ESI a APCI za detekce kvadrupólovým analyzátorem a iontové 
pasti. Rutin z tohoto srovnání vyšel jako nejhůře detekovatelná sloučenina, přičemž nejlepší 
odezvy byly na záporném módu u obou způsobů ionizací s využitím kvadrupólového 
analyzátoru. 
V našem případě byl rutin analyzován iontovou pastí s vyšší citlivostí v kladném módu. 
Přesto byl však, vzhledem k odezvě ostatních analyzovaných sloučenin, využit záporný mód, 
který se osvědčil i z hlediska stanovení MS/MS spekter. 
 
 
Obr. 32: Spektrum rutinu-/MS full scan, záporný mód 
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V kladném módu MS/MS ful scan režimu nebyl rutin i při použití vysoké hodnoty kolizní 
energie (tabulka 4, kap. 3.3.3.1) naštěpen. V záporném módu byla rozštěpena vazba 
s cukernou složkou, což dokazuje odečtení m/z štěpu (301) od molekulového iontu (609,1), 
kdy získaná hodnota odpovídá Mr discharidu rutinosy. Dominantní produktový ion v MS/MS 
spektru odpovídá svojí hodnotou m/z 301 jak kvercetinu tak morinu, proto následovalo další 
štěpení využitím režimu MS3 full scan. Heim a kolektiv [6] popisují zjištěnou biologickou 
aktivitu glykosidů a aglykonů právě na příkladu rutinu a kvercetinu a jejich fragmentů 
v MS/MS experimentu. 
 
 
Obr. 33: Návrh štěpení molekuly rutinu v MS/MS/full scan [31] 
 
 
Obr. 34: Spektrum rutinu-MS3 full, záporný mód 
 
Dominantní produktové ionty vzniklé v módu MS3 full scan fragmentací štěpu s m/z 301 
(179,1 a 151,1) odpovídají štěpům kvercetinu v MS/MS full scan v záporném módu  
(kap. 4.3.1), což potvrzuje i Heim a kolektiv [6]. 
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4.2.4 Hmontostní detekce morinu 
 
Hmotnostní spektra morinu byla stanovena stejně jako u kvercetinu v kladném i záporném 
módu. Výsledky MS full scan analýz a MS/MS full scan analýz jsou uvedeny na obr. 35-38. 
 
 
Obr. 35: Spektrum morinu-MS full scan, kladný mód 
 
V kladném módu je sice čára morinu 303,1 viditelná, ale šum pozadí je poměrně dost 
výrazný. Citlivost stanovení byla 61022,6 ⋅ , jelikož je ve spektru další výrazný  
ion s m/z 391,1. 
 
 
Obr. 36: Spektrum morinu-MS full scan, záporný mód 
 
V záporném módu byla sice citlivost stanovení menší než v kladném módu ( 61069,2 ⋅ ), 
ale šum prostředí nebyl tak výrazný a ve spektru standardu se vyskytovala pouze čára morinu 
(301,1). 
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Obr. 37: Spektrum morinu-MS/MS full scan, kladný mód 
 
Hlavní fragmenty morinu vzniklého experimentem MS/MS full scan jsou uvedeny  
na obr. 37. Podle rozdílu m/z bylo určeno, že štěp 285,1 vznikl odštěpením molekuly vody 
(18) a štěp 257,1 skupiny CO (28) a molekuly vody (18) od parentálního iontu.  
 
 
Obr. 38: Spektrum morinu-MS/MS full scan, záporný mód 
 
V záporném módu čára štěpu 283,2 vznikla ztrátou jedné molekuly vody (18) a čára štěpu 
273,2 odštěpením jedné skupiny CO (28) z parentálního iontu. Štěp 257,1 se od parentálního 
iontu liší o skupinu -COO (44). Odštěpením skupiny -CO od tohoto fragmentu vznikl 
produktový ion 229,1. 
 
4.2.5 Separace směsi flavonoidů 
 
4.2.5.1 Izokratická eluce směsi standardů 
K separaci směsi standardních vzorků flavonoidů byla využita sestava HPLC/UV-VIS  
od firmy Ecom, detekce probíhala při 370 nm. Směs byla dělena na koloně Polaris 
izokratickou elucí pomocí mobilní fáze složené z 1% kyseliny octové a acetonitrilu  
v poměru 50:50. Průtok mobilní fáze byl 0,15 ml/min. Výsledkem dělení je chromatogram  
na obr. 39. 
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Obr. 39: Chromatogram směsi flavonoidů - kolona Polaris, izokratická eluce 
 
Vzhledem k tomu, že pomocí izokratické eluce nebyly standardní vzorky rozděleny tak, 
aby mohly být úspěšně identifikovány, byla zavedena metoda gradientové eluce. 
 
4.2.5.2 Gradientová eluce směsi standardů 
K separaci směsi za podmínek gradientové eluce (kap. 3.4.2) byla opět použita kolona 
Polaris, průtok mobilní fáze byl 0,15 ml/min, UV-VIS detekce probíhala při 370 nm. 
Výsledkem dělení je opět chromatogram na obr.40. 
 
 
Obr. 40: Chromatogram směsi flavonoidů-kolona Polarit, gradientová eluce 
 
Jak je patrné z chromatogramu (obr. 40), ani tímto postupem nebyly získány uspokojivé 
výsledky. Rozdělení jednotlivých složek směsi bylo již viditelnější, ale doposud velmi 
výrazně koeluovaly píky rutinu a kyseliny chlorogenové a morinu s kvercetinem. 
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4.2.5.3 Volba chromatografické kolony 
V závislosti na výsledcích gradientové eluce byla provedena výměna separační kolony. 
Univerzální kolona Polaris byla nahrazena za kolonu Restek s Ultra aquous C18 stacionární 
fází. Analýza byla vedena při průtoku mobilní fáze 0,4 ml/min (vzhledem k hrubšímu zrnění 
kolony 5 µm) a fotometrické detekce 370 nm za podmínek gradientové eluce (kap. 3.4.2) 
[29]. 
 
 
Obr. 41: Chromatogram směsi flavonoidů-kolona  Restek, gradientová eluce 
 
Z chomatogramu na obr. 41 je patrné, že došlo k úspěšnému rozdělení morinu 
( 30,14R t = ) a kvercetinu ( 52,15R t = ) a lze od sebe odlišit i rutin ( 72,9R t = ) a kyselinu 
chlorogenovou ( 94,9R t = ). Dále byla využívána jenom kolona Restek. Abad-García 
a kolektiv [22] uvádějí, že fenolické látky, které mají v molekule vázanou cukernou část, jsou 
eluovány pomocí reverzní fáze před jim odpovídajícími aglykony. Naše spektrum 
to potvrzuje, rutin byl ze směsi separován jako první a kvercetin jako poslední. 
 
4.3 HPLC/UV-VIS analýza s off-line MS detekcí 
HPLC/UV-VIS analýza směsi flavonoidů za podmínek uvedených v kap. 3.4.3 byla 
spojena s off-line MS detekcí. Byly odebrány frakce jednotlivých standardů a podrobeny MS 
stanovení v záporném módu, jehož odezva na vybranou skupinu sloučenin byla vyhodnocena 
jako citlivější a reprodukovatelnější v porovnání s kladným módem (kap.4.2). Vzorky byly 
do hmotnostního detektoru dávkovány jednorázově (kap.3.4.3), analýza probíhala v režimech 
MS full scan a MS/MS full scan v záporném módu. 
 
4.3.1 HPLC/MS off-line analýza kyseliny chlorogenové 
V MS full scan spektru byla pozorována čára odpovídající standardu kyseliny 
chlorogenové stanovené v kap. 4.2.1. Citlivost detekce je však dost nízká, naopak šum pozadí 
je poměrně silný a příslušná čára s ním takřka splývá. 
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Obr. 42: Spektrum kyseliny chlorogenové-MS full scan, off-line analýza 
 
Následnou MS/MS analýzou parentálního iontu byly identifikovány štěpy, z nichž 
především čára 191,3 byla pozorována také v obr. 43.  
 
 
Obr. 43: Spektrum kyseliny chlorogenové-MS/MS full scan, off-line analýza 
 
4.3.2 MS off-line spektra kvercetinu 
Rovněž u kvercetinu byla identifikována čára náležící kvasi-molekulárnímu iontu 
stanovenému v kap. 4.2.2 (obr. 27). I přesto, že se jedná o směs standardních preparátů, 
obsahuje spektrum poměrně velké množství znečišťujících iontů. 
 
 
Obr. 44: Spektrum kvercetinu-MS full scan, off-line analýza 
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V MS/MS full scan spektru byl identifikován štěp parentálního iontu kvercetinu. Čára 
178,8 odpovídá dominantní čáře štěpu s m/z 179,1 ve spektru na obr. 29. Navíc je v off-line 
MS spektru patrný i fragment 151,0, který odpovídal RDA štěpení popsaném v kap. 4.2.2.  
 
 
Obr. 45: Spektrum kvercetinu-MS/MS full scan, off-line analýza 
 
4.3.3 Off–line hmotnostní spektra rutinu 
Byla identifikována čára odpovídající kvasi-molekulárnímu iontu rutinu s m/z 608,9.  
Ve spektru (obr. 46) je patrný také charakteristický ion kyseliny chlorogenové, což je 
důsledkem neúplné separace složek směsi standardů metodou HPLC/UV-VIS . 
 
 
Obr. 46: Spektrum rutinu-MS full off-line analýza 
 
I u off-line MS analýzy byl v experimentu MS/MS full scan pozorován štěp s m/z 301,0 
vzniklý odštěpením cukerné části rutinu stejně jako ve spektru na obr. 32 (kap. 4.2.3). 
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Obr. 47: Spektrum rutinu-MS/MS full scan, off-line analýza 
 
4.3.4 Výsledek off-line HPLC/MS analýzy morinu 
Na spektru (obr.48) byl pozorován kvasi-molekulární ion morinu 301,1 odpovídající MS 
full scan spektru z kap.4.2.4 (obr. 36). Citlivost detekce je však velmi malá ( 31025,5 ⋅ )  
a čistota frakce není uspokojivá. 
 
 
Obr. 48: Spektrum morinu-MS full scan , off-line analýza 
 
Pomocí MS/MS full scan experimentu byly identifikovány štěpy parentálního iontu morinu 
(obr. 49). Čáry 257,2 a 228,9 jsou ve spektru čistého standardu (obr. 38, kap. 4.2.4) rovněž 
dominantní. 
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Obr. 49: Spektrum morinu-MS/MS full scan, off-line analýza 
 
4.4 HPLC/ESI-MS s on-line detekcí 
Protože off-line analýza neposkytla dostatečně čisté frakce, citlivost detekce odebraných 
standardních preparátů byla poměrně nízká a stanovení vzorků daným postupem bylo značně 
zdlouhavé, byla zavedena metoda on-line HPLC/ESI-MS (kap. 3.4.4). Experiment byl veden 
v obou dostupných módech, kladném i záporném. 
 
4.4.1 On-line HPLC/MS full scan v kladném módu 
Na obr. 50 je uveden chromatogram TIC z odezvy v hmotnostním spektrometru. Podle 
chromatogramu je vidět, že byla rozdělena směs příslušných flavonoidů. Nejhůře se od sebe 
dělily morin a kvercetin. 
 
 
Obr. 50: Rozdělení směsi flavonoidů v kladném módu  
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4.4.1.1 Chromatogram a hmotnostní spektrum kyseliny chlorogenové 
Ve spektru na  obr. 51 byl filtrován pík kyseliny chlorogenové. Ačkoliv pozadí šumu bylo 
značně vysoké, pík kyseliny chlorogenové byl poměrně dobře rozeznatelný. 
 
 
Obr. 51: Chromatogram kyseliny chlorogenové- MS full scan, on-line analýza v kladném módu 
 
Na hmotnostním spektru (obr.52) byla identifikována čára náležící iontu kyseliny 
chlorogenové. Čára není dobře odlišitelná od čar ostatních iontů, šum pozadí je příliš velký, 
vzhledem k nízké citlivosti detekce ( 51075,1 ⋅ ). 
 
 
Obr. 52: Kyselina chlorogenová-MS full scan, kladný  mód 
 
Zbylé vybrané flavonoidy byly detekovány v kladném módu velmi uspokojivě s vysokou 
citlivostí a s dominantním kvasi-molekulárním iontem v hmotnostním spektru.  
 
4.4.1.2 Identifikace kvercetinu 
Následně byl v on-line HPLC/MS analýze filtrován poměr m/z 303. V chromatogramu jsou 
patrné tři píky, z nichž dle srovnání s retenčním časem na chromatogramu z UV-VIS detekce 
(kap. 4.2.5.3) druhý pík (10,95) odpovídá morinu (kap. 4.4.1.4) a třetí kvercetinu (12,34). 
 
Kyselina 
chlorogenová 
7,28 
Kyselina chlorogenová 
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Obr. 53: Chromatogram kvercetinu-MS full scan, on-line analýza v kladném módu 
 
V hmotnostním spektru třetího píku s filtrovaným poměrem m/z 303 (obr. 54) pak byla 
pozorována čára 303,3 odpovídající kvasi-molekulovému iontu kvercetinu. Čára je dobře 
viditelná. Citlivost stanovení byla 61042,2 ⋅ . 
 
 
Obr. 54: Spektrumkvercetinu-MS full scan, on-line analýza v kladném módu 
 
4.4.1.3 Chromatogram a čárová hmotnostní spektrum rutinu 
Chromatogram na obr. 55 zobrazuje pík rutinu, jehož retenční čas je 6,38. Ve srovnání 
s chromatogramem kyseliny chlorogenové (obr. 51, kap. 4.4.1.1) je šum pozadí nízký, pík je 
velmi dobře patrný. 
 
 
Obr. 55: Chromatogram rutinu-MS full scan, on-line analýza v kladném módu 
Kvercetin 
12,34 
Kvercetin 
303,3 
Rutin 
6,38 
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Spektrum na obr. 56 je výsledkem on-line HPLC/MS analýzy v kladném módu a zobrazuje 
čáru kvasi-molekulového iontu rutinu (610,9). Citlivost stanovení byla 61093,5 ⋅ .  
 
 
 Obr. 56: Spektrum rutinu-MS full scan, on-line analýza v kladném módu 
 
4.4.1.4 Detekce morinu ve směsi flavonoidů 
Jak již bylo uvedeno v kap. 4.4.1.2 filtrováním iontu s m/z 303 je získán chromatogram, 
který obsahuje tři píky. Morin a kvercetin byly od sebe odlišeny pomocí retenčních časů. 
Druhý pík v chromatoramu na obr. 57 náleží morinu (10,95). 
 
 
Obr. 57: Chromatogram morinu-MS full scan, on-line analýza v kladném módu 
 
Čárovému spektru na obr. 58 dominuje kvasi-molekulový ion morinu (303,1) získaný 
prostřednictvím on-line HPLC/MS analýzy v kladném módu s citlivostí 61024,2 ⋅ . Šum 
pozadí není příliš vysoký, čára morinu je dobře patrná. 
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Obr. 58: Spektrum morinu-MS full scan, on-line analýza v kladném módu 
 
4.4.2 On-line HPLC/MS full scan v záporném módu 
Chromatogram TIC z odezvy v hmotnostním spektrometru na obr. 59 byl získán MS full 
scan analýzou v záporném módu. Ve srovnání s analýzou v kladném módu (obr. 50) píky 
detekovaných flavonoidů jsou ostřejší a byly lépe rozděleny jak v TIC chromatogramu tak 
v chromatogramech po filtraci jednotlivých m/z poměrů. 
 
 
Obr. 59: Rozdělení směsi flavonoidů v záporném módu 
 
4.4.2.1 Identifikace kyseliny chlorogenové 
Na obr. 60 je uvedeno spektrum obsahující filtrovaný pík kyseliny chlorogenové, který je 
v chormatogramu dokonale patrný ve srovnání s kladným módem (kap. 4.4.1.1). 
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Obr. 60: Chromatogram kyseliny chlorogenové-MS full scan on-line analýza v záporném módu 
 
Ve spektru na obr. 61 jsou dominantní dvě čáry náležící kvasi-molekulovému iontu 
kyseliny chlorogenové a jejímu dimeru. Citlivost stanovení je 51090,9 ⋅ , tedy vyšší než 
citlivost ( 51075,1 ⋅ ) v kladném módu. Ion 353.1 byl stanoven rovněž při analýze standardu 
kyseliny chlorogenové aplikované přímým nástřikem do hmotnostního spektrometru (kap. 
4.3.1) 
Zvláštním jevem je tvorba dimeru při průchodu separačním systémem, i když při off-line 
HPLC/UV-VIS/MS (kap.4.3.1) nebyla tato čára v hmotnostním spektru vůbec pozorována. 
V následujících experimentálních datech (obr. 61, 63, 65, 67, kap. 4.4.2.1-4.4.2.4) jsou tyto 
dimery patrné u všech studovaných standardních preparátů. Zřejmě se jedná o kondenzační 
reakci mezi dvěma molekulami standardu, ke které došlo během separace. 
 
 
Obr. 61: Spektrum kyseliny chlorogenové-MS full scan on-line analýza v záporném módu 
 
Z uvedeného chromatogramu (obr. 60) i čarového spektra (obr. 61) jednoznačně vyplývá, 
že pro sloučeniny typu fenolických kyselin je nutné při MS detekci aplikovat záporný mód. 
 
4.4.2.2 Detekce kvercetinu v analyzované směsi flavonoidů 
V on-line HPLC/MS analýze byl filtrován poměr m/z 301. V chromatogramu se nachází 
dva píky. Kvercetinu náleží druhý v pořadí s retenčním časem 14,75 (kap. 4.2.5.3). 
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Obr. 62: Chromatogram kvercetinu-MS full scan, on-line analýza v záporném módu 
 
Hmotnostní spektrum na obr. 63 obsahuje dvě dominantní čáry náležící kvercetinu (301,1) 
a jeho dimeru (602,8). Citlivost analýzy byla 51073,3 ⋅ , nižší než v kladném módu ( 61042,2 ⋅ , 
kap. 4.4.1.2). I přes poměrně velký rozdíl citlivosti uvádí de Brito a kolektiv při stanovování 
flavonoidů v jablcích data získaná LS-DAD-ESI/MS v obou módech. Touto metodu stanovil 
nejen samotný kvercetin, ale i několik jeho glykosidů [30]. 
 
 
Obr. 63: Spektrum kvercetinu-MS full scan, on-line analýza v záporném módu 
 
4.4.2.3 Chromatogram a hmotnostní spektrum rutinu 
V chromatogramu na obr. 64 je patrný pík rutinu s retenčním časem 5,39. Šum pozadí je 
velmi nízký, pík je velmi dobře identifikovatelný. 
 
 
Obr. 64: Chromatogram rutin-MS full scan on-line analýza v záporném módu 
Kvercetin 
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Ve spektru na obr. 65 je dominantní pík kvasi-molekulového iontu rutinu (609,2). Patrný je 
také pík dimeru rutinu (1218,9). Citlivost stanovení je 51012,5 ⋅ , tedy nižší než v kladném 
módu ( 61093,5 ⋅ , kap. 4.4.1.3). 
 
Obr. 65: Spektrum rutinu-MS full scan, on-line analýza v záporném módu 
 
4.4.2.4 Chromatogram a hmotnostní spektra morinu 
Na chromatogramu (obr. 66) se nacházejí dva píky. Pík náležící morinu má retenční čas 
12,24, druhý pík náleží kvercetinu (kap. 4.4.2.2). 
 
 
Obr. 66: Chromatogram morin-MS full scan, on-line analýza v záporném módu 
 
Kvasi-molekulární ion morinu (301,1) coby produkt on-line HPLC/MS analýzy 
v záporném módu je znatelný ve spektru na obr. 67. Citlivost stanovení byla 51034,2 ⋅ , tedy 
nižší než v kladném módu. Hmotnostní identifikace v záporném módu však poskytuje další 
možný rozlišovací prvek mezi morinem a kvercetinem. Je to právě vznik dimeru, jehož 
intenzita v čarovém spektru je evidentně nižší u morinu. 
 
Rutin 609,2 
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Obr. 67: Spektrum morinu-MS full scan, on-line analýza záporném módu 
 
Obecně lze konstatovat, že uspokojivější výsledky byly získány pomocí metody 
HPLC/ESI-MS v záporném módu, i když citlivosti jednotlivých MS spekter nebyly tak 
vysoké jako při detekci v kladném módu. Spektra jsou však hodnotitelnější-např. spektrum 
kyseliny chlorogenové (obr. 60, kap. 4.4.2.1). Vzhledem k tomu, že v reálných vzorcích jsou 
obsaženy poměrně značné koncentrace fenolických kyselin [1, 4, 5] pro které využití 
kladného módu není vhodné, byly vybrány pro MS detekci podmínky záporného módu.  
Volbu potvrzují i některé poznatky z literatury. Například proanthokyanidiny ve víně byly 
detekovány lépe v záporném než v kladném módu [21]. Další možností pro detekci 
flavonoidů je také použití ionizační techniky APCI [7]. 
Morin 
301,1 Dimer morinu 
602,5 
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5 ZÁVĚR 
 
1) Byla stanovena spektra reserpinu s velmi dobrým rozlišením jak na kladném tak 
i záporném módu. Z parentálního iontu byly v MS/MS full scan na obou modech získány 
charakteristické fragmenty. V kladném módu byly zastoupeny štěpy o m/z 577,3; 448,2  
a 397,3, tak jak je deklarováno v manuálu k přístroji. V záporném režimu byl 
identifikován jeden produktový ion o m/z 592,2, který vznikl odštěpením methylové 
skupiny.  
2) Pro lepší rozlišení vybraných polyfenolických látek bylo provedeno ladění na kyselinu 
chlorogenovou v záporném módu. Výsledkem byla spektra s velmi uspokojivým 
rozlišením jak v MS full scan (m/z 353,0) tak MS/MS full scan (m/z 191). 
3) Na hmotnostním detektoru byla stanovena spektra vybraných standardů flavonoidů (rutin, 
morin a kvercetin) v MS full scan a MS/MS full scan režimech v kladném i záporném 
módu.  
4) Parentální ionty kvercetinu byly identifikovány v kladném módu (m/z 303,5) i záporném 
módu (m/z 301,5). Lepší výsledky byly získány v záporném módu. MS/MS spektrum 
kvercetinu v kladném módu obsahuje především fragmenty o m/z 229,1 a 257,1, kdežto  
v záporném módu jsou charakteristické štěpy vzniklé retro Diels Alderovou reakcí, a to 
1,2A- (m/z 179,0) a 1,3A- (m/z 151,0). 
5) Rutin v MS full scan byl dobře patrný v záporném (609) i kladném módu (611),  
ale v MS/MS full scan se štěpil jen v záporném módu, kdy zanikla vazba s cukernou částí. 
Následným štěpením aglykonu v MS3 full scan byly získány čáry charakteristické  
pro MS/MS spektrum kvercetinu (m/z 179,0 a 151,1).  
6) Molekulový ion morinu jako jediný při měření čistých standardů nebyl ve spektru MS full 
scan na kladném módu dominantní, lepší rozlišení poskytl mód záporný. V MS/MS 
spektru v kladném módu byly pozorovány dva výrazné fragmenty s m/z 285,1 a 257,1. 
Spektrum záporného módu obsahovalo více hodnot: 283,2, 273,2, 257,1, 229,1. 
7) Pro rozdělení směsi rutinu, kyseliny chlorogenové, morinu a kvercetinu byla 
optimalizována metoda HPLC/UV-VIS s gradientovou elucí využívající separační kolonu 
Restek. 
8) HPLC/UV-VIS/MS off-line analýza nevedla k dostatečně uspokojivým výsledkům, i když 
jsou píky vzniklých molekulových iontů a jejich štěpů v chromatogramech  
a MS spektrech patrné. Naopak on-line HPLC/ESI-MS stanovení v záporném módu 
poskytlo výhodněji separované komponenty ze směsi a citlivější odezvu v MS spektrech, 
která je srovnatelná s MS detekcí jednotlivých standardů analyzovaných přímým 
nástřikem do hmotnostního detektoru. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
APCI  athmospheric pressure chemical ionisation, chemická ionizace za atmosférického 
tlaku 
APPI  atmospheric pressure photoionisation, fotoionizace za atmosferického tlaku 
CE  capillary elektrophoresis, kapilární elektroforéza 
CI  chemical ionization, chemická ionizace 
CZE  kapilární zónová elektroforéza 
DAD  diode array detector , detekce diodovým polem 
ED  elektrochemický detektor 
EI  electron ionization, ionizace elektronem 
ESI  elektrospray, elektrosprej 
ESP  elektrosprej 
GC  gas chromatography, plynová chromatografie 
HN heated nebulizer, vyhřívaný nebulizér 
HPLC  high performance liquid chromatography, vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
IR  infrared, infračervéný 
ISP ionspray, iontový sprej 
IT  ion-trap, iontová past 
LC  liquid chromatography 
MALDI  matrix assisted laser desorption/ionization 
MEKC  micelární elektrokinetická elektroforéza 
MIP  molecular imprinted polymers, vtištěné polymery 
MS  mass spektrometry, hmotnostní spektrometrie 
MS/MS  tandem mass spektrometry, tandemová hmotnostní spektrometrie 
MSPD  matrix solid-phase disperze 
NI  negative ion, záporný ion 
NMR  nuclear magnetic resonance, nukleární magnetická resonance 
NP  normal-phase chromatography, chromatografie s normálními fázemi 
Q  quadrupole, kvadrupólový analyzátor 
RNS  reaktivní dusíkové radikály 
ROS  reaktivní oxygenové částice 
RP  reversed-phase chromatography, chromatografie s obrácenými fázemi 
SE  extrakce rozpouštědlem 
SIM single ion monitoring, sledování vybraného iontu 
SPE  solid phase extraction, extrakce pevnou fází 
SPME  mikroextrakce pevnou fází 
TLC  thin layer chromatography, chromatografie na tenké vrstvě 
TMS  trimethylsilylether 
TOF průletový analyzátor 
TSI  thermospray, termosprej 
TSP  termosprej 
UV  ultraviolet, ultrafialový 
VIS visible, viditelný 
